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1. Abklrzungsverzeichnis

A Ampere

AJCC American Joint Committee on Cancer
AK Antikorper

APS Ammonium Persulfat

Aqua dest. Destilliertes Wasser

Baf Bafilomycin

BAX BCL-2- associated X protein

Bcl-2 B-cell lymphoma 2

BH3 BCL-2 Homologie Doméne

BRAF B-rapidly accelerated fibrosarcoma protein
CDK cyclin-dependant kinase

CDKN1A Cyclin Dependant Kinase Inhibitor 1A (Proteinname: p21)
CDKN2A Cyclin Dependant Kinase Inhibitor 2A
Cis Cisplatin

cQ Chloroquin

CT Computertomographie

Da Dalton

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DMEM Dulbecco’s modified Eagles medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid

DTT Dithiothreitol

ECL Enhanced chemiluminescence

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EtOH Ethanol

Etp Etoposid

E2F1 Retinoblastoma-Associated Protein 1
FCS Fetal calf serum




FDA Food and Drug Administration
FDG-PET Fluordesoxyglucose-Positronen Emissions Tomographie
FOXO3 Forkhead Box Protein O3

g Erdbeschleunigung

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
H Human

HCI Salzsdure

HRP Horseradish peroxidase

INF-a Interferon a

LC3 Light Chain 3

LDH Laktatdehydrogenase

LK Lymphknoten

M Molar

cM Metastase

mMiRNA microRNA

MM Malignes Melanom

MRT Magnetresonanztomographie

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
n Nano (10°)

N Nodus

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

NRAS Neuroblastoma rat sarcoma
N-terminal Amino-terminal

P53 Tumorprotein p53 (Genname TP53)
P73 Tumorprotein p73 (Genname TP73)
PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese
PARP poly (ADP-ribose) polymerase

PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerase chain reaction




PD-1 Programmed cell death protein 1
Pen/Strep Penicillin/Streptomycin

pH Negativer dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Aktivitat
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PUMA P53 upregulated modulator of apoptosis
PVDF Polyvinylidenfluorid

Rb Retinoblastoma Protein

RNA Ribonucleic acid

rom Umdrehungen pro Minute

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat

SNP Single nucleotide polymorphism

T Tumor

TBST Tris-buffered saline with Tween20
TEMED Tetramethylethylendiamin

TNM Tumor Nodus Metastase

UTR Untranslatierte Region

uv Ultraviolett

\Y Volt




2. Einleitung
2.1 Definition

Das maligne Melanom geht von Melanozyten der Haut aus und ist mit einer schlechten
Prognose assoziiert. Unter den Hauttumoren weist es die hochste Metastasierungsrate auf und
ist die Ursache fir mehr als 90% der durch Hauttumoren hervorgerufenen Sterbefélle
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018)). Bei frihzeitiger Diagnosestellung ist durch lokale
Resektion oftmals ein kurativer Therapieansatz vorhanden. Erfolgt die Diagnosestellung
allerdings im bereits metastasierten Stadium bleibt den Patient*innen eine durchschnittliche
Lebenserwartung von lediglich 6 bis 10 Monaten (Tsao, Chin, Garraway, & Fisher, 2012).
Maligne Melanome manifestieren sich Uberwiegend an der Haut, jedoch sind auch, wenngleich
sehr selten, andere Korperteile wie Konjunktiva, Uvea, Meningen und Schleimhaute betroffen
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2014)).

Schleimhautmelanome sind seltene Neoplasien und stellen eine besondere Untergruppe dar,
da sie an sonnenabgewandten Korperstellen entstehen. Die molekularen Mechanismen, die bei
der Entstehung der Neoplasien eine Rolle spielen, sind noch nicht verstanden. Bevorzugt
betroffen sind im Kopf-Hals Bereich die Mundhohle und der Rachen, sowie der Sinunasaltrakt.
Die anfangliche Symptomfreiheit, sowie die schwer einsehbare Lokalisation fiihren dabei hdufig
zu einer verspdteten Diagnosestellung (Conley, 1989). Aufgrund guter vaskuldrer und
lymphatischer Anbindung (Shah, Huvos, & Strong, 1977), sowie einer hohen Mitoserate und
aggressivem Wachstum mit Infiltration der Submukosa (Gondak, da Silva-Jorge, Jorge, Lopes, &
Vargas, 2012; Kerr et al., 2012) befinden sich Schleimhautmelanome dann bei Erstdiagnose
meist in lokal fortgeschrittenen Stadien. Da in der AJCC-Klassifikation Tumoren der Mukosa
dem Tumorstadium T3 zugeordnet werden, liegen Schleimhautmelanome per Definitionem
mindestens im T3 Status vor (Pfister et al., 2012). Die vollstdndige Resektion ist zudem durch
die Nahe zu Orbita und Schadelbasis, sowie die komplexe Anatomie des Sinunasaltraktes haufig
erschwert. Fernab etablierter Therapierichtlinien zeigt sich zudem ein schlechtes
Therapieansprechen der Erkrankten. Insgesamt ergibt sich eine 5-Jahresiberlebensrate von
weniger als 25% (Papaspyrou et al., 2011). Die 5-Jahres-Uberlebensrate fir die Erkrankung an
einem kutanen Melanom liegt vergleichend bei 91-94% (Robert-Koch-Institut, 2016). Auch
wenn eine lokale Tumorkontrolle mittels chirurgischer Interventionen gelingt, erleiden

Patient*innen bei bereits stattgehabter hamatologischer Streuung oftmals Rezidive (Gilligan &
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Slevin, 1991). Fur die Betroffenen ergibt sich somit zumeist eine infauste Prognose. Dies
verdeutlicht den dringenden Bedarf der Etablierung einer wirksamen Therapie. Voraussetzung
hierflr ist ein tiefes Durchdringen und Erfassen der molekularbiologischen Pathophysiologie

bei der Entstehung von Schleimhautmelanomen.

2.2 Epidemiologie

Die Inzidenz des malignen Melanoms liegt in Deutschland aktuell bei rund 18.000
Neuerkrankungen pro Jahr. Bei Mannern stellt es die achthaufigste und bei Frauen die
vierthdufigste  Krebsneuerkrankung dar (Leitlinienprogramm  Onkologie  (Deutsche
Krebsgesellschaft, 2014)). Mit zunehmendem Alter steigt auch die Erkrankungshaufigkeit,
wobei junge Frauen haufiger als junge Manner erkranken. Verglichen mit anderen
Tumorerkrankungen fallt neben diesem Verhaltnis auch die hohe Inzidenz in jungem Alter auf.
Ab einem Erkrankungsalter von 60 Jahren schlagt dieses Verhaltnis allerdings um. In den
vergangenen 30 Jahren zeigte sich eine stetige Zunahme der Erkrankungsinzidenz. Gegenteilig
dazu zeigte sich die Mortalitat der vergangenen 30 Jahre auf einer gleichbleibend niedrigen
Rate. Das relative 5-Jahres-Uberleben aller Melanompatient*innen wird dabei aktuell auf mehr
als 80% geschatzt, wobei sich in den vergangenen 20 Jahren eine Verbesserung des Uberlebens
gezeigt hat und das Uberleben im Vergleich zu anderen Tumorerkrankungen hoch ist. Einer der
wesentlichen Griinde dafir kénnte die verbesserte Friiherkennung von prognostisch glinstigen
Melanomen Dank Einflihrung des Hautkrebsscreenings und der vermehrten Sensibilisierung
der Bevdlkerung sein (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2014;
Leitlinienprogramm Onkologie, 2018)).

Die Untergruppe der Schleimhautmelanome macht ca. 1% (Lengyel, Gilde, Remenar, & Esik,
2003) an allen Melanomen aus. Insgesamt ist das Melanom der Schleimhaut mit einer
Haufigkeit von 1,5 Erkrankungen pro 1 Millionen Einwohner*innen in Europa eine dullerst
seltene Erkrankung (Ascierto et al., 2017). Im Gegensatz zum malignen Melanom der Haut zeigt
beim Schleimhautmelanom die Geschlechterverteilung eine annadhernd gleichméaRige
Verteilung zwischen Méannern und Frauen (Lengyel et al.,, 2003). Wahrend das mittlere

Erkrankungsalter des malignen Melanoms bei 54 Jahren liegt (Garbe & Blum, 2001), ist im



Vergleich dazu das Schleimhautmelanom eine Erkrankung des fortgeschrittenen Lebensalters.

Das mittlere Erkrankungsalter liegt hier bei 67 Jahren (Gilligan & Slevin, 1991).

2.3 Einteilung und Klassifikation

Das maligne Melanom kann sich phanotypisch auf sehr unterschiedliche Weise prasentieren.
Es werden je nach Wachstumsart verschiedene Subtypen unterschieden, die sich histologisch
in vier groBe Gruppen einteilen lassen: das Lentigo-maligna-Melanom, das superfiziell-
spreitende Melanom, das nodulédre und das akrolentigindse Melanom (Clark, From, Bernardino,
& Mihm, 1969). Mit einem Anteil von 57,6% stellt das superfiziell-spreitende Melanom den
Grolteil der Melanome. 21,4% der Melanome werden als Lentigo-maligna Melanom
klassifiziert, das nodulare Melanom hat einen Anteil von 18,9%. Den kleinsten Teil der Gruppe
bildet das akrolentigindse Melanom mit 2,1% (Chang, Karnell, & Menck, 1998). Da
hauptsachlich UV-Strahlung als pradisponierender Risikofaktor gilt, sind hellhdutige, in
Gebieten mit hoher Sonneneinstrahlung lebende Menschen bevorzugt betroffen (Gandini,
Sera, Cattaruzza, Pasquini, Picconi, et al., 2005). Das superfiziell spreitende Melanom wird
aufgrund seines zunachst horizontalen Wachstums in vielen Fallen frih, beispielsweise im
Rahmen von Vorsorgeuntersuchungen, entdeckt. Andere Varianten jedoch gehen mit einer
deutlich schlechteren Prognose einher und sind von aggressiverem Wachstum gekennzeichnet.
Hier ist als Beispiel das noduldre Melanom mit seinem vertikalen Ausbreitungsmuster zu
nennen, wobei insgesamt eine lymphogene und hamatogene Metastasierung bereits in friihen
Krankheitsstadien zu erwarten ist (Chang et al., 1998). Therapeutisch stellt die rasche Exzision
des Primartumors den Goldstandard dar, wahrend additiv verschiedene Verfahren wie lokale
Lymphknotenexstirpation, Strahlen- oder Chemotherapie zur Verflgung stehen
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Schleimhautmelanome werden in der Literatur zumeist anhand ihres Vorkommens in den
Bereichen Kopf-Hals, Gastrointestinaltrakt und Urogenitalbereich eingeteilt. Okulare
Melanome werden, obwohl sie der Schleimhaut zugehdrig sind, zumeist als eigene Entitat
klassifiziert (Seetharamu, Ott, & Pavlick, 2010). Tumoren der Kopf-Hals-Region reprasentieren

mit 55,4% den grofRten Teil der Gruppe (Chang et al., 1998).



In den primaren Stadien des kutanen Melanoms stellt die Tumordicke nach Breslow den
bedeutendsten prognostischen Faktor dar. Aufgrund derzeitiger Studiendaten wird zusatzlich
der Mitoserate eine hohe prognostische Relevanz bei Melanomen bis zu 1 mm Tumordicke

zugesprochen (Azzola et al., 2003).

Tab. 1: T-Klassifikation des kutanen Melanoms (Azzola et al., 2003; Petro, Schwartz, & Johnson,

2004)
T-Klassifikation | Tumordicke Weitere prognostische Parameter
Tis keine Tumorinfiltration | Melanoma in situ,
Tx Keine Angabe Stadium nicht bestimmbar
T1 <1,0mm a: ohne Ulzeration, Mitosen < 1/mm?
b: mit Ulzeration oder Mitosen > 1/mm?
T2 1,01 -2,0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T3 2,01 -4,0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration
T4 >4 0mm a: ohne Ulzeration
b: mit Ulzeration




Tab. 2: N-Klassifikation des kutanen Melanoms (Azzola et al., 2003; Petro et al., 2004)

N-Klassifikation | Zahl metastatisch befallener LK Ausmal der LK-Metastasierung
NX Material nicht beurteilbar

NO O LK Keine regionalen LK-Metastasen
N1 1LK a: mikroskopische Metastase

b: makroskopische Metastase

N2 2-31LK a: mikroskopische Metastase
b: makroskopische Metastase
c: Satellit(en) oder In-transit-
Metastase(n) ohne regionéare LK-

Metastasen

N3 >4 LK oder verbackene
Lymphknoten oder Satelliten oder
Intransit-Metastasen mit
regionarer

Lymphknotenbeteiligung

Tab. 3: M-Klassifikation des kutanen Melanoms (Azzola et al., 2003; Leitlinienprogramm

Onkologie, 2018; Petro et al., 2004)

M- Art der Fernmetastasierung LDH

Klassifikation

cMx Nicht beurteilbar -

cMO Keine Fernmetastasierung normal

cM1la Metastasen in Haut, Subkutis oder LK jenseits regionarer LK normal

cM1b Lungenmetastase(n) normal

cMilc Fernmetastase(n) anderer Lokalisation normal
oder

Fernmetastase(n) jeder Lokalisation mit erhéhten Serumwerten

der LDH erhoéht




Tab. 4: Stadieneinteilung des malignen Melanoms (Balch et al., 2009)

Stadium | Primartumor Regiondre LK-Metastasen | Fernmetastasen
0 In-situ-Tumoren keine keine
IA < 1,0mm, keine Ulzeration keine keine
IB < 1,0mm mit Ulzeration oder | keine keine
Mitoserate/mm? > 1
1,01 —2,0mm, keine keine keine
Ulzeration
A 1,01 — 2,0mm mit Ulzeration | keine keine
2,01 —4,0mm, keine keine keine
Ulzeration
1B 2,01 —4,0mm mit Ulzeration | keine keine
> 4,0mm, keine Ulzeration keine keine
[IC > 4,0mm mit Ulzeration keine keine
A Jede Tumordicke, keine Mikroskopische keine
Ulzeration Metastasen (klinisch
okkult) in bis zu 3 LK
1B Jede Tumordicke mit Mikroskopische keine
Ulzeration Metastasen (klinisch
okkult) in bis zu 3 LK
Jede Tumordicke, keine < 3 makroskopische keine
Ulzeration nodale Metastasen
Jede Tumordicke, keine Keine, aber Satelliten- keine
Ulzeration und/ oder In-transit-
Metastasen
e Jede Tumordicke mit < 3 makroskopische keine
Ulzeration nodale Metastasen oder
Satellit(en) oder In-transit-
Metastase(n) ohne
regionare LK-Metastasen




Jede Tumordicke + Ulzeration | >4 makroskopische nodale | keine
Metastasen oder
verbackene LK oder
Satelliten und/oder In-
transit-Metastasen mit

regionaren LK-Metastasen

v Fernmetastasen

Die Einteilung von Schleimhautmelanomen kann anhand histopathologischer Merkmale
erfolgen. Die Diagnostik stellt sich allerdings schwierig dar. Circa 40% der
Schleimhautmelanome sind amelanotischen Typs. Verglichen dazu liegt der Anteil
amelanotischer Formen beim kutanen Melanom lediglich bei 10 % (Carvajal, Spencer, & Lydiatt,
2012).

Schleimhautmelanome weisen mit ihrer epitheloiden, plasmazytoiden und spindeligen
Zellmorphologie  histopathologische  Parallelen zu  Lymphomen, Plasmozytomen,
undifferenzierten Karzinomen sowie verschiedenen Sarkomen auf (Casiraghi & Lefevre, 2009),
sodass in der Regel zusatzliche immunhistochemische Untersuchungen fir eine sichere
Diagnosestellung notwendig sind.

Neben einer oftmals sehr hohen Mitoserate weisen Melanome der Schleimhaut ein lokal
aggressives und invasives Wachstumsverhalten mit Eindringen in die Submukosa unter
Destruktion umgebender Strukturen und Organe auf (Gondak et al., 2012; Kerr et al., 2012).
Aufgrund der unterschiedlichen anatomischen Gegebenheiten der Schleimhaut, entspricht die
vertikale Tumordicke nicht dem Breslow-Index, der bei kutanen Melanomen angewandt wird.
An der Schleimhaut kann entsprechend den anatomischen Gegebenheiten von der dullersten
Mukosaschicht bis zur am tiefsten im Gewebe gelegenen Tumorzelle gemessen werden.
Allerdings kann bei Schleimhautmelanomen eine Schleimhautbeteiligung fehlen (Gru, Becker,
Dehner, & Pfeifer, 2014).

Zur  Beurteilung von  Schleimhautmelanomen  bestehen bislang keine  klaren
histopathologischen Standards. Zudem ist kein einheitliches Klassifikationssystem fiir die
verschiedenen Subtypen von Schleimhautmelanomen etabliert (Tacastacas et al., 2014). Fur

das Schleimhautmelanom des oberen Aerodigestivtrakts scheint sich die AJCC-Klassifikation
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von 2009 zu etablieren (Edge & Compton, 2010), wahrend fir Vulvamelanome die Einteilung
anhand der AJCC-Klassifikation flr kutane Melanome empfohlen wird (Wechter et al., 2004).
Fir alle anderen Lokalisationen sind keine spezifischen Klassifikationssysteme etabliert

(Tacastacas et al., 2014).

Tab. 5: TNM/AJCC-Klassifikation fir Schleimhautmelanome des oberen Aerodigestivtrakts
(Edge & Compton, 2010)

Primartumor

T3 Isolierter Schleimhautbefall

T4a Invasion in das tiefe Weichteilgewebe, Knorpel, Knochen oder die darlberliegende
Haut

T4b Invasion von Dura, Gehirn, Schadelbasis, Hirnnerven, Mastoid, Arteria carotis,

pravertebralem Raum oder Mediastinum

Regionale LK

Nx Fehlende Beurteilbarkeit

NO Kein Befall regionaler LK

N1 Befall regionaler LK

Fernmetastasen

cMO Keine Fernmetastasen

cM1 Fernmetastasen

Klinisches Stadium

Stadium IlI T3 NO cMO
Stadium IVA T4a NO cMO

T3-T4a N1 cMO
Stadium IVB T4b alle N cMO
Stadium IVC alle T alle N cM1
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2.4 Atiologie und Risikofaktoren

UV-Exposition und Sonnenbrdande in Kindheit und Jugendalter werden als wichtigster
Risikofaktor fiir das Auftreten maligner Melanome diskutiert (Armstrong & Kricker, 2001; Dulon
et al.,, 2002). Maligne Melanome treten gehaduft bei hellhdutigen Personen mit roten oder
blonden Haaren und Sommersprossen auf, die leicht einen Sonnenbrand bekommen (Hauttyp
| nach Fitzpatrick) (Gandini, Sera, Cattaruzza, Pasquini, Zanetti, et al., 2005). Zudem werden
benigne Navi als mogliche Vorlaufer des malignen Melanoms diskutiert (Gray-Schopfer et al.,
2006; Kvaskoff et al., 2011; Whiteman et al., 2003). Fir die Entwicklung eines malignen
Melanoms ist somit die Anzahl gutartiger erworbener Navi ein bedeutender Risikofaktor (Dulon
et al., 2002). Es muss dabei allerdings beriicksichtigt werden, dass die Entstehung maligner
Melanome auch Navus-unabhéangig geschehen kann (Rivers, 2004), sodass die Anzahl benigner
Navi als solches nur als eine Pigmentierungsstorung gelten kann, welche mit einem erhdhten
Risiko fur die Entstehung eines malignen Melanoms einhergeht. Als Risikofaktor in der
Entstehung des malignen Melanoms sind auch aktivierende Mutationen zu berUcksichtigen. Die
haufigste Mutation findet sich im Onkogen BRAF, welche bei ca. 50% aller primaren malignen
Melanome nachweisbar ist (Goel, Lazar, Warneke, Redston, & Haluska, 2006), in 15% findet
sich eine aktivierende NRAS-Mutation (Ascierto et al., 2013).

Flr die Entstehung eines Schleimhautmelanoms sind keine klaren Risikofaktoren bekannt. Die
Atiopathogenese ist noch kaum verstanden. Aufgrund der sonnenabgewandten Lokalisation
scheint dieser fur kutane Melanome so bedeutende Risikofaktor keine Rolle bei der Entstehung
von Schleimhautmelanomen zu spielen. Ein dthiopathogenetischer Zusammenhang zu einer
Infektion mit humanen Papillomaviren, Herpesviren oder Polyomaviren konnte nicht
nachgewiesenen werden (Dahlgren, Schedvins, Kanter-Lewensohn, Dalianis, & Ragnarsson-
Olding, 2005; Giraud, Ramqvist, Ragnarsson-Olding, & Dalianis, 2008; Lundberg et al., 2006).
Eine Exposition gegenlber Formaldehyd wird als Risikofaktor flr das Auftreten im
Sinunasaltrakt diskutiert (Holmstrom & Lund, 1991). Da gezeigt werden konnte, dass bei
Rauchern haufiger orale pigmentierte Ldsionen zu finden sind, gilt Tabakrauch zudem als
potentieller Risikofaktor flr ein Auftreten in der Mundhohle (Axell & Hedin, 1982). Aufgrund
des potentiell erhohten Entartungsrisikos wird fur solche Schleimhaut-Navi eine rasche Exzision
empfohlen (Batsakis, Regezi, Solomon, & Rice, 1982). Analysen moglicher Mutationen in

Schleimhautmelanomen befinden sich derzeit noch in der Anfangsphase. Bisher wurden
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Mutationen in KIT, BRAF und NRAS beschrieben. Dabei liegt in 14% aller Schleimhautmelanome
eine Mutation von KIT vor, 5% weisen eine Mutation von BRAF auf, in 14% liegt eine Mutation

in NRAS vor (Tacastacas et al., 2014)

2.5 Therapie

Die Therapieprinzipien fir das maligne Melanoms sind in der 2018 aktualisierten S-3-Leitlinie
beschrieben (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018)). Im Rahmen eines kurativen
Therapieansatzes wird flr das maligne Melanom die radikale chirurgische Exzision mit
Sicherheitsabstanden zum Tumorrand empfohlen, um lokale Tumorrezidive zu verhindern
(Sladden et al., 2009). Da die chirurgische Exzision die einzige kurative Behandlung darstellt,

sollte bei der Exzision der Primartumor vollstandig entfernt werden.

Tab. 6: Sicherheitsabstand bei Primarexzision (Sladden et al., 2009)

Stadium | Tumordicke nach Breslow | Sicherheitsabstand

pTl, pT2 | £1-2mm lcm

pT3, pT4 | 2,01 —>4,0mm 2cm

Es wird angenommen, dass der seitliche Sicherheitsabstand bei der Exzision keinen
entscheidenden Einfluss auf eine Fernmetastasierung hat. Allerdings gibt es Hinweise darauf,
dass mit Zunehmen der Tumordicke und abnehmendem Sicherheitsabstand bei der Exzision
das Risiko fur das Auftreten von lokalen Rezidiven erhoht ist (Veronesi & Cascinelli, 1991). Zur
definitiven Diagnosestellung ist eine anschlieBende histologische Begutachtung notwendig.
Analysiert werden die Symmetrie des Tumors und seine lateralen Begrenzungen (Tronnier et

al., 1997).

Eine stattgehabte lymphogene Metastasierung geht mit einer schlechteren Prognose einher.

Wenn bereits eine Metastasierung in regionale Lymphknoten stattgefunden hat, sollen diese
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vollstandig reseziert werden. Ist die Operabilitdt nicht gegeben, muss die weitere Therapie
individuell fur die Patient*innen und mit diesen abgesprochen erfolgen.

Mit dem Ziel einer RO-Situation (Tumorfreiheit) sollten auch euch einzelne (sub-)kutane
Metastasen sollten im Sinne einer radikalen Exzision vollstandig reseziert werden (Dong, Tyler,
Johnson, DeMatos, & Seigler, 2000). Es mussen allerdings weitere Therapien erwogen werden,
sollte eine chirurgische Kontrolle der Metastasen nicht gelingen. Die Entscheidung Uber den
Einsatz weiterer therapeutischer Malnahmen wie Elektrochemotherapie, hypertherme
Extremitatenperfusion, Kryochirurgie oder Radiotherapie erfolgt auch unter Betracht des
Allgemeinzustandes und der Komorbiditaten der Patient*innen.

Bei den primar inoperablen Melanomen und auch speziell beim Lentigo-maligna-Melanom
kann eine primadre Strahlentherapie diskutiert werden. Eine langfristige Rezidivfreiheit nach
Radiotherapie kann in etwa 85 bis 95% der Fille erreicht werden (Farshad, Burg, Panizzon, &
Dummer, 2002; Harwood, 1983; Schmid-Wendtner et al., 2000). Bei desmoplastischen
Melanomen ohne suffizienten Sicherheitsabstand kann eine postoperative Bestrahlung zur
Starkung der ortlichen Tumorkontrolle erwogen werden (Foote, Burmeister, Burmeister,
Bayley, & Smithers, 2008; Rule et al., 2016; Vongtama, Safa, Gallardo, Calcaterra, & Juillard,
2003). Es liegen bei anderen Typen als dem desmoplastischen Melanom wenig Daten zur
Bedeutung einer postoperativen Radiotherapie vor, sodass hier in der aktuellen S3-Leitlinie
keine Empfehlung ausgesprochen wird.

Insgesamt stellt die Klassifikation nach dem TNM-Stadium die Basis flr das weitere
diagnostische und therapeutische Procedere dar. Neben der Ganzkérperuntersuchung wird ab
Stadium IB bis einschlieRlich 1IB zur Lymphknoten-Sonografie sowie der Bestimmung des
Tumormarkers S100B geraten. Eine generelle Empfehlung zur Durchfiihrung jeglicher weiteren
Bildgebung besteht bei diesen Tumorstadien nicht.

Ab einer Tumordicke von 1,0mm soll die Wachterlymphknoten-Biopsie erfolgen. Liegen
zusatzliche Risikofaktoren wie Ulzerationen, eine hohe Mitoseraten oder ein frihes
Erkrankungsalter unter 40 Jahren vor, die das Risiko fir einen positiven Wachterlymphknoten
erhdéhen, legen Studien eine Biopsie des Wachterlymphknotens auch bei dlnneren
Primartumoren (0,75 — 1mm) nahe (Kunte et al., 2010; Mays et al., 2010; McMasters et al.,
2001; Morton et al., 2006; Testori et al., 2009; Warycha et al., 2009).

Bei Patient*innen mit Tumor im Stadium IIC besteht ein dhnliches Risiko fur ein Rezidiv wie bei

einer Mikrometastasierung im Stadium Ill. Fir Patient*innen im Stadium 1IC werden
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Rezidivraten von 44,3% angegeben (Francken et al., 2008), Patient*innen im Stadium I
erleiden in 51% der Falle ein Rezidiv (Leiter et al., 2012). So werden Patient*innen im Stadium
lIC leitliniengerecht hinsichtlich der Diagnostik wie Erkrankte im Stadium Ill behandelt.

Auch bei Patient*innen im Tumorstadium 1IC und Il wird eine lokoregionale Lymphknoten-
Sonographie sowie die Bestimmung von S100B empfohlen. Zusatzlich sind Schnittbildgebende
Verfahren in der Ausbreitungsdiagnostik indiziert, wobei die PET/CT aufgrund der hohen
diagnostischen Genauigkeit bevorzugt eingesetzt werden soll (Xing et al., 2011). Da die Schadel-
MRT in der Darstellung zerebraler Strukturen sensitiver ist als die Computertomographie (CT)
und Fluordesoxyglucose-Positronen-Emissions-Tomographie (FDG-PET), wird bei Erkrankten im
Stadium 1=V und wenn das Bestehen von zerebralen Metastasen einen Einfluss auf ein
adjuvantes Therapieregime hatte, eine Schadel-MRT empfohlen, (Fogarty & Tartaguia, 2006;
Schlamann, Loquai, Goericke, Forsting, & Wanke, 2008). Als zusatzlicher prognostischer Marker
kann die Bestimmung der LDH herangezogen werden (Nowecki, Rutkowski, Kulik, Siedlecki, &
Ruka, 2008).

Eine prophylaktische (elektive) Lymphadenektomie ist nicht empfohlen (Skalicky, Holt, Giblin,
Taylor, & Conway, 2008). Beim Nachweis einer stattgehabten lymphogenen Metastasierung
soll eine therapeutische Lymphadenektomie durchgeflhrt werden, sofern keine Hinweise auf
eine Fernmetastasierung bestehen (Morton, Wanek, Nizze, Elashoff, & Wong, 1991). Die
aktuelle Leitlinie spricht eine Empfehlung zur postoperativen adjuvanten Radiotherapie aus,
sofern der Befall von wenigstens drei Lymphknoten besteht, bereits ein Durchbruch der Kapsel
stattgefunden hat oder eine Lymphknotenmetastase mehr als 3 cm GréRe misst. So kann durch
eine postoperative Strahlentherapie zwar keine Lebensverlangerung erzielt werden, jedoch
sollen Symptomfreiheit und damit verbunden die Lebensqualitat der Patient*innen verbessert
werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Prospektiv randomisierte Studien zur systemischen adjuvanten Zytostatikatherapie mit
Cisplatin, Dacarbazin, Granulozyten Kolonie-Stimulierungs-Faktor, Interleukin2, IFN alfa-2b und
Vinblastin zeigten keinen signifikanten Vorteil flir die Behandelten im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Flaherty et al., 2014), sodass keine Empfehlung zur adjuvanten Chemotherapie
ausgesprochen wird.

Jedoch kann bei Patient*innen im Tumorstadium I[IA eine niedrig dosierte adjuvante
Interferontherapie erwogen werden (Grob et al., 1998; Pehamberger et al., 1998).

Patient*innen im Stadium IIB und C, sowie IlIA - C soll hingegen soll die adjuvante
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Interferontherapie empfohlen werden, da im Stadium Ill Interferon das rezidivfreie Uberleben
verlangert. Ein GesamtUberlebensvorteil konnte nicht gezeigt werden (Eggermont et al., 2008).
Aufgrund des ausgepragten Nebenwirkungsprofils muss ein individuelles Therapieschema
unter Berilcksichtigung der Komorbiditaten und des Allgemeinzustandes unter sorgfaltiger
Nutzen-Risiko-Abwadgung erstellt und mit den Patient*innen diskutiert werden.

Zudem kann im Stadium lll A - C eine adjuvante Ipilimumab-Therapie erwogen werden, wobei
auch hier die schweren unerwilinschten Nebenwirkungen bertcksichtigt werden mdussen.
Jedoch konnte ein statistisch signifikanter Vorteil bei Gesamtiberleben und
fernmetastasierungs- und progressionsfreiem Intervall gezeigt werden. Den zahlreichen
schweren Nebenwirkungen steht ein Uberlebensvorteil von ca. 10% gegeniber (Eggermont et
al., 2016; Eggermont et al., 2015). Durch den Uberlebensvorteil stellt Ipilimumab eine
diskutable alternative zur Interferonbehandlung dar.

Bezlglich einer operativen Therapie bei lokoregionaler Metastasierung wird eine chirurgische
Resektion kutaner und subkutaner Metastasen angeraten, sofern eine mikroskopisch
vollstandige Entfernung (RO-Resektion) der Metastasen erreichbar ist und noch keine weitere
Fernmetastasierung stattgefunden hat. Besteht im Bereich einer Extremitdt eine multiple
Hautmetastasierung, kann eine Chemotherapie als isolierte Extremitatenperfusion erwogen
werden, wenn die Metastasen durch andere Maflknahmen wie mehrfache Exzision oder CO2-
Laserablation nicht zu beherrschen sind (Turley, Raymond, & Tyler, 2011).

Bei palliativem Therapiekonzept kann zur lokalen Tumorkontrolle zudem bei Satelliten- und In-
transit-Metastasen der Einsatz einer lokalen Radiotherapie erwogen werden, da Studien ein
gutes Ansprechen ebenjener darauf zeigen (Chadha, Hilaris, Nori, Shiu, & Anderson, 1990;
Overgaard et al.,, 2009). Als medikamentdse Therapiemoglichkeiten stehen bei diesen
Patient*innen lokale Verfahren wie die Applikation von Interleukin 2 und die
Elektrochemotherapie mit Cisplatin oder Bleomycin zur Verfligung.

Ab Stadium [lIB sollte zudem auf Mutationen wie BRAF getestet werden, was beim Nachweis
einer Mutation den Einsatz spezifischer Inhibitoren erméglicht. Beim Vorliegen von BRAF-
Mutationen (ca. 50% der Falle (Goel et al., 2006)) kann eine Therapie mit BRAF-Inhibitoren
erwogen werden. Im durch Fernmetastasen charakterisierten Stadium IV besitzen chirurgische
und strahlentherapeutische MalRnahmen einen geringeren Stellenwert. Die Resektion von
Fernmetastasen sollte erwogen werden, wenn eine mikroskopisch vollstandige Resektion ohne

grofRe funktionelle Defizite erreicht werden kann und andere Therapieverfahren weitestgehend
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ausgeschopft sind. Fur eine systemische Chemotherapie kommen beispielsweise Dacarbazin
oder Temozolamid in Frage. Es kann jedoch aufgrund der unzuldnglichen Datenlage keine
allgemeine Empfehlung zur adjuvanten Therapie nach Metastasenresektion ausgesprochen

werden.

Bei Schleimhautmelanomen ist wie auch bei kutanen Melanomen die vollstandige
Tumorresektion anzustreben, wobei eine radikale Tumorresektion gegen die anatomischen
Gegebenheiten im Operationsgebiet abgewogen werden muss. Hierbei ist auch das
Bertcksichtigen operationsspezifischer Morbiditaten essentiell (Ciarrocchi, Pietroletti, Carlei, &
Amicucci, 2017; Gore & Zanation, 2012). Zu empfohlenen Sicherheitsabstanden gibt es in der
Literatur keine Angaben, wobei tumorfreie Resektionsrander einen relevanten Prognosefaktor
darstellen (Penel, Mallet, Mirabel, Van, & Lefebvre, 2006), sodass sich die Resektionsabstdnde
an jenen flr das kutane Melanom orientieren kdnnen.

Laut aktueller S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Melanoms kann bei
Schleimhautmelanomen nach R1- oder R2-Resektion eine Strahlentherapie zur lokalen
Beherrschung des Tumors durchgefihrt werden. Hat eine Lymphknotenmetastasierung
stattgefunden, ist wie auch bei kutanen Melanomen eine adjuvante Bestrahlung moglich.
Insgesamt kann jedoch aufgrund der unzuldnglichen Datenlage und fehlenden randomisierten
Studien keine Empfehlung bezlglich eines Bestrahlungskonzepts ausgesprochen werden. Auch
hinsichtlich der Behandlung von Patient*innen im inoperablen oder metastasierten Stadium
eines Schleimhautmelanoms existieren wenig relevante Daten zur Systemtherapie, sodass auch
hier das Konzept der systemischen Behandlung kutaner Melanome der Orientierung dienen
kann. Zu berUcksichtigen ist auch hier der Mutationsstatus, wobei beispielsweise wie auch beim
kutanen Melanom bei Nachweis einer BRAF-Mutation eine Therapie mit BRAF-Inhibitoren
diskutiert werden muss. Diese kann gegebenenfalls in Kombination mit einem MEK-Inhibitor
oder Checkpointinhibitor erfolgen. Da in Schleimhautmelanomen gehauft und deutlich haufiger
als in kutanen Melanomen c-KIT-Inhibitor-sensitive c-KIT-Mutationen beschrieben sind
(Auftreten in 6-27%, je nach anatomischer Lokalisation (Tacastacas et al., 2014)), spielt hier die
Therapie mit c-KIT-Kinaseinhibitoren eine groRere Rolle und kann nach erfolgloser

Immuntherapie eine Behandlungsoption darstellen.
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2.6 Das Chemotherapeutikum Cisplatin

Cisplatin ist eines der bedeutendsten Chemotherapeutika und stellt einen wesentlichen
Baustein in der Therapie unterschiedlichster Tumorerkrankungen dar. Den primaren
Angriffspunkt stellt dabei die DNA dar. Cisplatin besteht aus einem zentralen Platinatom mit je
zwei Amin- und zwei Chlorliganden. Durch hydrolytische Prozesse nach Eintritt in das
chloridarme Zellplasma wird es zu Komplexen aus Platin und Wasser, welche an der N-7-
Position der Basen Adenin und Guanin angreifen. Auf diese Weise entstehen Intra- und -
Interstrangvernetzungen der DNA, was eine Strukturveranderung der DNA mit sich bringt.
Diese behindert die Replikation der Zelle und schlieflich wird Uber die Induktion
unterschiedlicher Signalwege die Apoptose induziert (Basu & Krishnamurthy, 2010). Hierbei
spielt der p53-Signalweg als Induktor der Apoptose eine entscheidende Rolle (Siddik, 2003).
Studien zeigten, dass die Zellschadigung durch Cisplatin eine Aktivierung der Proteinkinase ATR
hervorruft. Dadurch wird direkt oder indirekt p53 phosphoryliert und aktiviert (Damia et al.,
2001). P53 aktiviert infolgedessen unter anderem die Expression der pro-apoptotischen Gene
der BCL-2 Familie, zu denen unter anderem PUMA gehért (Haupt, Berger, Goldberg, & Haupt,
2003). PUMA aktiviert als Hauptvermittler der pro-apoptotischen Funktion von p53 die pro-
apoptotischen Proteine BAX und BAK (Yu & Zhang, 2008). Diese bilden dann Poren in der
aulleren Membran der Mitochondrien, durch welche Cytochrom c abgegeben wird (Westphal,
Dewson, Czabotar, & Kluck, 2011). Dieses stimuliert zusammen mit dATP
(Deoxyadenosintriphosphat) die Oligomerisierung des Apoptosoms, welches die Caspasen-
Kaskade aktiviert (Wu et al., 2016). Im Verlauf kommt es zur Teilung von PARP (poly ADP-ribose
polymerase-1), bei der zwei Fragmente entstehen. Eines davon bindet irreversibel an die DNA
und hemmt auf diese Weise DNA-Reparaturenzyme (Chaitanya, Steven, & Babu, 2010).
Letztendlich wird durch Aktivierung der Caspasen-Kaskade und weiterer nachfolgender

Signalwege eine Fragmentierung der DNA erzielt (Kitazumi & Tsukahara, 2011).

2.7 Der Wirkstoff Chloroquin

Chloroquin ist ein klassischer Wirkstoff aus der Gruppe der Anti-Malariamittel mit

antiparasitarer und entzindungshemmender Wirkung. Es hat zudem eine alkalisierende
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Wirkung in den Lysosomen der Zellen und wirkt dadurch hemmend auf die Autophagie
(Sundelin & Terman, 2002). Autophagie ist ein regulierter Prozess, welcher Gber den Abbau
zelleigener beschadigter Organelle Giber saure Hydrolyse das Uberleben der Zelle sichert (B.
Levine & Kroemer, 2008). Mit seinen Proteasen, Lipasen und Nukleasen nimmt dabei das
Lysosom eine zentrale Position ein (Saftig & Klumperman, 2009). Es kommt zur Formung von
Doppelmembran-Vesikeln um Bestandteile des Zytoplasmas herum. Durch die Verschmelzung
ebenjener dulleren Membran mit dem Lysosom entsteht ein Autophago-Lysosom. Nach Abbau
der inneren Membran wird der Inhalt von den lysosomalen Enzymen hydrolysiert (Klionsky &
Codogno, 2013; Kroemer, Marino, & Levine, 2010).

Der Prozess der Autophagie lauft in jeder Zelle stets in geringem Ausmall ab und kann
beispielsweise durch oxidativen Stress (Filomeni, De Zio, & Cecconi, 2015) verstarkt induziert
werden. In unterschiedlichen Tumorarten kann ein Fehlregulation der Autophagie zu einem
verstarkten Tumorzelliberleben flhren, selbst unter fir die Zelle unglinstigen Bedingungen

(Baehrecke, 2005; White, 2012).

2.8 PUMA

PUMA (p53 upregulated mediator of apoptosis) wurde im Jahre 2001 erstmals identifiziert und
als Protein der Gruppe der BCL-2 Familie beschrieben. Als Mitglied ebenjener wird PUMA durch
seine hohe pro-apoptotische Aktivitdt charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass nach
p53-Aktivierung eine rasche PUMA-Induktion stattfindet (Nakano & Vousden, 2001). p53 ist
bekannt als Tumorsuppressor, welcher das Wachstum mutierter oder beschadigter Zellen
hemmt und so eine Tumorentstehung verhindert (A. J. Levine, 1997; Prives & Hall, 1999), indem
es einen Zellzyklusarrest herbeifihrt und die Apoptose induziert (Bates & Vousden, 1999).
Aktiviert wird der p53-Signalweg durch unterschiedlichste Stimuli wie DNA-Schaden, Hypoxie
oder durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten (Lohrum & Vousden, 1999). Uber die Aktivitat
von PUMA, welche grofStenteils Uber Transkription reguliert wird, wird beinahe die gesamte
pro-apoptotische Wirkung von p53 vermittelt (Yu & Zhang, 2008). Diese pro-apoptotische
Wirkung beruht zum einen auf der Bindung der BH3-Domane von PUMA an anti-apoptotische
Proteine der BCL-2-Familie und deren Antagonisierung. Zum anderen erfolgte durch PUMA

auch eine direkte Freisetzung der pro-apoptotischen BAX und BAK (Vela, Gonzalo, Naval, &
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Marzo, 2013; Westphal et al.,, 2011; Yu & Zhang, 2008). Aufgrund seiner hohen Potenz als
Apoptose Induktor muss die Aktivitat von PUMA strengen Kontrollmechanismen unterliegen.
Normalerweise ist die PUMA Expression gering, jedoch kann sie rasch durch unterschiedliche
Induktoren wie p53, aber auch p73, E2F1 und FOXO3a angehoben werden und so eine
Apoptose induziert werden (Fricker, O'Prey, Tolkovsky, & Ryan, 2010).

Aufgrund seiner hohen Potenz als Apoptose Induktor unterliegt Aktivitdat von PUMA strengen
Kontrollmechanismen. Bezlglich des Proteinabbaus konnte in Studien ein Zusammenhang
zwischen der PUMA Stabilitat und dem Proteasom gezeigt werden, welcher einen Abbau von
PUMA im Proteasom nahelegt (Fricker et al., 2010). In Cervixtumorzellen konnte in Studien
gezeigt werden, dass deren PUMA Konzentrationen durch Autophagie gesenkt werden kann.
Dies soll mit dem Ziel geschehen die mitochondriale Apoptose kontrollieren zu konnen und gibt
der Autophagie die Moglichkeit der Apoptose Inhibition (Thorburn et al.,, 2014). In
Melanomzellen konnte ein Autophagie vermittelter Abbau von PUMA nachgewiesen werden,
welcher wiederum mithilfe von Chloroquin als Autophagie Inhibitor gehemmt werden konnte.
So konnte durch die Stabilisation der PUMA Konzentrationen in den Zellen eine Apoptose

fordernde Wirkung herbeigefiihrt werden (Lakhter et al., 2013).

2.9 microRNA

miRNAs (microRNA) sind einstrangige, nicht kodierende Nuktleotidsequenzen mit einer Lange
von 20-25 Basenpaaren. Sie regulieren die Expression unterschiedlichster Zielgene durch
sequenzspezifische Hybridisierung an der 3-UTR (untranslated region) von messenger-RNA
(Lai, 2002). Zudem gibt es Hinweise darauf, dass miRNAs auch Bindungen an der 5-UTR, mit
DNA-Abschnitten oder mit Exonen eingehen kdnnen (Small, Frost, & Olson, 2010). Sie
blockieren durch die Bindung die Translation ebenjener messenger-RNA (Zeng, Wagner, &
Cullen, 2002) oder bewirken ihren direkten Abbau (Meijer et al., 2013). In beiden Fallen wird
eine Inhibition der Proteinexpression erreicht. Hierzu ist keine zu ihrer Zielstruktur genau
passende komplementdre Basensequenz notig, sodass eine einzelne miRNA fir die Regulation
mehrerer messenger-RNAs verantwortlich sein kann (Christopher et al., 2016). lhnen wird eine

beachtliche Funktion bei der Regulation unterschiedlichster biologischer Prozesse wie
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Signaltransduktion, Wachstum und Zellzyklus zugesprochen, wobei man davon ausgeht, dass
bis zu 30% des menschlichen Genoms von miRNA reguliert wird (Lewis, Burge, & Bartel, 2005).
MiRNA-15 und -16 sind die ersten miRNAs, deren Expression in einem Tumor als fehlreguliert
beschrieben wurde. lhre Expression ist in chronisch lymphatischen Leukamien vom B-Zell-Typ
heruntergesetzt (Calin et al.,, 2002). Untersuchungen zeigen, dass eine gestorte miRNA
Expression in Tumorzellen eher die Regel statt einer Ausnahme ist. Beschrieben wurde die Rolle
ebenjener bereits in Tumoren der Mamma, des Kolons, der Lunge, der Prostata und der
Schilddrise. Zudem wurde eine gestorte miRNA Expression flr weitere verschiedene
Erkrankungen wie Hepatitis C, Myokardinfarkte, myeloproliferative und metabolische
Erkrankungen beschrieben. Die Storungen werden auf unterschiedliche Mechanismen
zuriickgefiihrt. Es kommt in verschiedenen Tumorarten zu einer Uber- oder Unterexpression
von miRNAs. Vermehrt exprimierte miRNAs koénnen im Falle einer Beteiligung bei der
Tumorentstehung auch Tumorsuppressoren inhibieren und in diesem Sinne als Onkogene, sog.
,Oncomirs”, betrachtet werden (Lu et al., 2005). Es sind verschiedene miRNAs bekannt, deren
Uber- oder Unterexpression einen Einfluss auf die Proliferation kutaner Melanome hat (Segura,
Greenwald, Hanniford, Osman, & Hernando, 2012). Als Inhibitoren der Tumorinvasion und
Metastasierung kutaner Melanome konnten beispielsweise miRNA-382 und miRNA-516b
beschrieben werden (Hanniford et al., 2015). Eine erhdhte Expression in Melanomen zeigen
besonders miRNA-221 und -222 (Felicetti, Errico, Segnalini, Mattia, & Care, 2008) und stellt
moglicherweise einen neuen Angriffspunkt fiir eine zielgerichtete Therapie dar. Kutane
Melanome weisen eine vergleichsweise niedrige miRNA-221 und -222 Expression auf.
Untersuchungen zur Expression der miRNA-221 und -222 in Schleimhautmelanomen zeigen
eine deutlich erhéhte Expression im Vergleich zu kutanen Melanomen (Marie Kristin Fritsche,

2019).
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3. Fragestellung

Maligne Melanome gehen von den Melanozyten der Haut aus und gehen mit einer Uberaus
schlechten Prognose einher. Klinisch zeichnen sie sich durch ein schlechtes Ansprechen auf
Chemo- und Strahlentherapie aus. Insbesondere  klassische  p53-induzierende
Chemotherapeutika wie Cisplatin zeigen eine schlechte Ansprechrate. Schleimhautmelanome
stellen eine besondere Untergruppe der Melanome dar. Der Hals-Nasen-Ohren-Bereich ist
hauptsdchlich mit dem Sinunasaltrakt und der Mundhohle betroffen. Die Operabilitat ist im
Allgemeinen limitiert. Die komplexe Anatomie des Nasennebenho&hlenbereichs erschwert
Uberdies die komplette Entfernung des Befunds. Damit ist die Prognose dieser Patient*innen
in aller Regel infaust und die Etablierung einer erfolgreichen systemischen Therapie essentiell.
Die molekularen Mechanismen, die die Entstehung und das Uberaus aggressive biologische
Verhalten von Schleimhautmelanomen unterhalten, sind nicht bekannt. Aberrationen im p53-
Tumorsuppressorgen konnten in vielen soliden Tumoren nachgewiesen werden. In der
Uberwiegenden Zahl der malignen Melanome kommt es zu einer konstitutionellen p53-
Expression, ohne dass eine Protein-stabilisierende Mutation zugrunde lage. In Vorarbeiten zur
p53 Integritat in Schleimhautmelanomen und kutanen Melanomen konnte eine sehr geringe
bzw. nicht induzierbare Proteinexpression des p53 Zielgens PUMA, sowie ein rascher PUMA
MRNA Abbau detektiert werden (Marie Kristin Fritsche, 2019). In anderen Tumorentitdten
wurden miR-221 und -222 als Regulatoren der PUMA Expression beschrieben (Zhang et al.,
2009). In vorherigen Untersuchungen konnten in Schleimhautmelanomzellen eine erhdhte
Expression der miR-221 und -222 detektiert werden, was eine Beteiligung dieser an der
geringen und nicht induzierbaren PUMA Expression nahelegt (Marie Kristin Fritsche, 2019).
Die Rolle des Malariamedikaments Chloroquin bei der Behandlung des Melanoms wurde in der
Literatur bereits diskutiert. Chloroquin hemmt den PUMA-Proteinabbau durch einen
unbekannten Mechanismus und erhdht so die Expression von PUMA. Bisher wurde die Wirkung
von Chloroquin auf Schleimhautmelanome nicht erforscht (Marie Kristin Fritsche, 2019).

Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob die miRNA-221 und -222 fiir die geringe und nicht
durch Chemotherapie induzierbare PUMA-Expression ursdchlich sind. Eine Hemmung
ebenjener soll die Wiederherstellung der PUMA-Expression erwirken. Bisher wurde die
funktionelle Bedeutung der miRNA-221 und -222 in einer Auswahl an Melanom- und

Schleimhautmelanom Zellen nur durch einzelne Transfektion der miRNA Inhibitoren
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untersucht. Eine Co-Transfektion beider miRNA Inhibitoren in allen vorliegenden Zellen soll
deutlichere Ergebnisse liefern. Es soll fir TU-MM 1, 3 und 4 gezeigt werden, dass durch eine
Inhibition der mMiRNA-221 und -222 eine Stabilisierung des PUMA Proteinexpression
herbeigefihrt werden kann. Da Chloroquin aullerdem Uber einen bislang nicht bekannten
Mechanismus den PUMA Abbau in Melanomen hemmt, soll die Wirkung von Chloroquin
zusatzlich untersucht werden. Dabei ist jedoch fraglich, ob die alleinige Wiederherstellung der
PUMA Expression zur Induktion von Apoptose gentigt, oder ob es einer weiteren Stimulation
des Signalweges bedarf, um Apoptose zu induzieren.

Es kristallisieren sich drei Ansatze heraus, durch deren Stimulation eine erhohte PUMA
Expression moglich und die Induktion des Zelltodes erzielt werden soll. Zum einen die
Hemmung des spezifischen PUMA Protein Abbaus mithilfe von Chloroquin, zum anderen die
Induktion der PUMA Transkription durch eine p53 Induktion mit Cisplatin. Des Weiteren soll
eine Hemmung des PUMA mRNA Abbaus durch miRNA-221 und -222 mithilfe von miRNA
Inhibitoren erreicht werden.

Es soll gezeigt werden, dass mithilfe dieser drei Ansatzmoglichkeiten und der dadurch
stabilisierten PUMA Proteinexpression in den untersuchten Zellen Apoptose eingeleitet werden
kann.

Es soll untersucht werden ob die alleinige Inhibtion der miRNA ausreichend fiir die Induktion
der Apoptose ist, ein zusatzlicher Stimulus zur Induktion des Apoptosesignalweges von Noten
ist oder zusatzlich bzw. alleinig noch die Inhibition der Regulation auf Proteinebene notwendig

ist.
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4. Material und Methoden
4.1 Gerate

Blotapparatur

Trans-Blot Semi-Dry

Electrophoretic

Bio-Rad Laboratories GmbH

Einfrierbehalter Mr. Frosty Thermo Scientific
Elektrophoreseapparatur | Mini-PROTEAN® 3 -Cell Bio-Rad

(vertikal)

Filmentwickler ChemiDoc XRS+ Bio-Rad

Rotor: FA-45-30-11
F-35-6-30
Universal 320R 5

Mikroskope Mikroskop Leica DMI 60008
Leica Microsystems
Leica DFC 425C
Waage Scaltec Rezeptureinwaage Scaltec, Gottigen
SBC21
Zentrifugen 5430R Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg
Eppendorf AG, Hamburg
Hettich

Spektralphotometer

NanoDrop ND-1000

Thermo Scientific

Thermocycler CFX96 ™ Bio-Rad

C1000 Thermo Cycler
Power Supply Power Pac 300 Power Supply | Bio-Rad
Wasserbad Typ 1003 GFL, Burgwedel

Sterilwerkbank

Hera safe KS

Thermo Scientific,

Langenselbold

Warmeschranke

CO2-Inkubator Hera Cell 150i

Warmeschrank

Thermo Scientific,

Langenselbold

Binder, Tuttlingen

Absaugpumpe Vacuubrand

LE2

Vacuubrand, Wertheim
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Multiwell Reader

Multiscan™ FC Microplate

Photometer

Thermo Scientific,

Langenselbold

Pipetten

Pegpette

Peglab, Erlangen

pH-Messgerat

pH-Meter 766, Calimatic

Knick, Berlin

Mischgerdte

Magnetrihrer RCT basic

MS2 Minishaker

Taumel-Rollenmischer

IKA Werke GmbH& Co. KG,
Staufen
IKA Werke GmbH& Co. KG,
Staufen

A. Hartenstein, Wirzburg

Zellzéhler

Cellometer Auto T4

Nexcelom Bioscience LLC

4.2 Verbrauchsmaterialien

Petrischalen

Greiner Bio-One

Pipetten-Spitzen

1000p!, 1004, 20, 10ul

Th. Geyer

PVDF Membran

Immobilon™-P membrane (0.45 um)

PVDF Western Blotting Membranes

Merck Millipore
Roche Applied Science

0,5ml, 1,5ml und 2ml
15 und 50ml
96-well flat bottom Platte

96-well U-bottom Platte

Pasteurpipetten aus Brand

Glas

Serologische Pipetten 25ml, 10ml, 5ml Greiner Bio-One
Reaktionsgefalie 0,2ml Thermo Scientific,

Peglab
Sarstedt, Eppendorf
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Whatmann Papier

Carl Roth AG, Karlsruhe

Zellkultur Schalen

Cellstart® 100x20mm, und 6-& 24-

well

Greiner Bio-One
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4.3 Chemikalien

Acrylamidlosung (30%ig) Roth
Ammoniumpersulfat Serva
B-Mercaptoethanol Merk
Bromphenolblau Serva
Cell Lysis Buffer 10x Cell Signaling
Technology
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Essigsaure Roth
Ethanol 98% pa (EtOH) Roth
Glycerin Roth
Isopropanol (2-Propanol) Roth

L-Glutamin Life Technologies
Methanol 99,5% Roth
Milchpulver (~1% Fett) Biomol
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumhydroxid (NaOH) Roth
Natriumdodecylsulfat (SDS) Serva

N, N, N’, n’-Tetramethylendiamin (TEMED) Roth

Penicillin-Streptomycin Losung

Life Technologies

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Roth

Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS)

Life Technologies

Salzsaure (HCI) 37% Roth
Tris Base Roth
Triton X-100 Roth
Tween 20 Roth
Bafilomycin Al Santa Cruz

BIOTECHNOLOGY

Cisplatin

Teva

Chloroquin

Bayer
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4.4 Assays, Enzyme, Kits und Marker

Enzyme Trypsin 0,5 %/EDTA (15400-054) Life Technologies

HRP-Substrate SignalFire™ ECL Reagent Cell Signalling
Technology

Marker Prestained Protein Ladder (Pageruler) Thermo Fisher
Scientific

Medien Gibco® Dulbecco's Modified Eagle Life Technologies

Medium (DMEM)
Gibco® RPMI 1640
Opti-MEM® | Reduced Serum Media

Melanocyte Growth Medium M2

Life Technologies
Life Technologies

Promocell

FCS (fetales Kalberserum)

Life Technologies

Transfektion

Lipofecamine™ RNAIMAX Transfection

Reagent

Life Technologies

mirVana™ miRNA Inhibitor, Negative

Control #1

Life Technologies

mirVana™ miRNA Inhibitor:
hsa-miR-221-5p
hsa-miR-222-5p

Life Technologies

Bestimmung Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Bio-Rad
Proteinkonzentration Concentrate

Quick Start Bovine Serum Albumin Bio-Rad
Kits MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Roche

diphenyltetrazoliumbromid) Cell

Proliferation Kit |
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http://www.promocell.com/products/cell-culture-media/media-for-primary-cells/melanocyte-medium-m2/
https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/partnerMkt/lt?cmd=catProductDetail&productID=4464076
https://www.thermofisher.com/order/catalog/en/US/partnerMkt/lt?cmd=catProductDetail&productID=4464076
https://www.thermofisher.com/order/genome-database/edit?lineKey=3670953877&cartKey=55624856&assayType=MIRNA&packageId=inhibitor_Virt1&SKU=4464084&quantity=1&operation=EditScale&assayId=MH10337

4.5 Software

Leica Application Suite LAS V4.7

Leica Microsystems

Windows Office 2016

Microsoft

GraphPad Prism

GraphPad Software, Inc.

Imagelab™ Software

Bio-Rad

Cellometer Auto Counter

Nexcelom Bioscience LLC

Skanlt Software

Thermo Fisher Scientific

4.6 Antikorper

4.6.1 Priméare Antikorper

Antikérper (Klon) Hersteller Verdinnung | Verdlinnungs-
I6sung
Maus Anti-Tubulin Cell Signaling 1: 5000 Milch
Technology (CST)
Kaninchen Anti-GAPDH CST 1: 1000 BSA
Kaninchen Anti-Caspase 3 (8G10) CST 1: 1000 Milch
Kaninchen Anti-Caspase 9 CST 1: 1000 Milch
Kaninchen Anti-Parp CST 1: 1000 Milch
Kaninchen Anti-p53Ser15 CST 1: 500 BSA
Kaninchen Anti-PUMA CST 1: 2 000 Milch
Kaninchen Anti-Bax (D2E11) CST 1: 2000 Milich
Kaninchen Anti-Lc3A/B (D3U4C) CST 1: 1000 BSA
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4.6.2 Sekundére Antikorper

Hersteller Verdiinnung | Verdinnungs-
|6sung
Anti-Maus HRP CST 1:10 000 Milch
Anti-Kaninchen HRP CST 1: 5000 Milch

4.7 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

Die Arbeiten mit eukaryotischen Zellen wurden in einer Sterilwerkbank unter Einhaltung der
hygienischen Standards durchgefihrt. Es wurden dabei ausschliellich sterile Puffer, Losungen,
Medien und Verbrauchsmaterialien eingesetzt. Arbeitsflichen und alle verwendeten
Materialien und Gerate wurden vor und nach dem Arbeiten mit Bacillol AF bzw. INCIDIN Active
3% grindlich desinfiziert, um keimfreies Arbeiten sicherzustellen. Die Hinde wurden mit Softa-

Man acute (B. Braun) desinfiziert.

4.7.1 Zellkulturmedien

Zelllinie Mediumkomponenten Arbeitskonzentration Menge

NHEM Melanocyte Growth Medium M2 500ml

(serum-free and PMA-free)

10.000 IE Penicillin / 10.000 IE 1% /1% S5ml

Streptomycin Stammldsung

Melanozyten Supplement-Mix 1 Mix
M2
TU-MM 1, DMEM inkl. 4 mM L-Glutamin, 500ml
MEL-JUSO, 25mM Glucose, ohne
IGR-37, Natriumpyruvat
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SK-MEL 30, 10.000 IE Penicillin / 10.000 IE 1% /1%
LN-229 Streptomycin Stammlosung
5ml
200 mM L-Glutamin 1% S5ml
Fotales Kalberserum (FCS),
hitzeinaktiviert 10% 50ml
TU-MM 3, RPMI 1640 Grundmedium 500ml
TU-MM 4, 10.000 IE Penicillin / 10.000 IE 1% /1%
SK-MEL 3, Streptomycin Stammldsung
COLO-849 5ml
200 mM L-Glutamin 1% 5ml
Fotales Kalberserum (FCS),
hitzeinaktiviert 10% 50ml
Komponenten Menge
Einfriermedium FCS 2ml
Dimethylsulfoxid 0,1ml
(DMSO) 5%

4.7.2 Verwendete Zelllinien

Es wurden folgende Zelllinien bzw. Primarkulturen untersucht:

Zelllinie Zelltyp p53-Status DSMZ-Nummer
MEL-JUSO Kutanes Melanom Wildtyp (Knopf et al., | ACC 74
2011)
IGR-37 Kutanes Melanom Deletionsmutante, ACC 237
C229DelTG (Knopf et
al., 2011)
COLO-849 Kutanes Melanom Wildtyp (Knopf et al., | ACC 216
2011)
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SK-MEL-30 Kutanes Melanom Wildtyp (Knopf et al., | ACC 151
2011)

SK-MEL-3 Kutanes Melanom Punktmutation, ACC 321
heterozygote
Missense Mutation
(R267W) (Knopf et
al., 2011)

NHEM-c M2 Melanozyten Wildtyp C-10402
(Terzian et al., 2010)

TU-MM 1 Schleimhautmelanom | Wildtyp (M. K. Primarkultur
Fritsche et al., 2015)

TU-MM 3 Schleimhautmelanom | Wildtyp (M. K. Primarkultur
Fritsche et al., 2015)

TU-MM 4 Schleimhautmelanom | Wildtyp (M. K. Primarkultur
Fritsche et al., 2015)

LN-229 Glioblastom Punktmutation ATCC CRL-211
(P98L) (Trepel et al.,
1998)

Die Kultivierung der untersuchten Zelllinien erfolgte im COz-Inkubator in 5%iger CO»-
Atmosphdre bei 37 °C und 95 % Luftfeuchtigkeit.

MEL-JUSO wurde aus dem Primartumor eines malignen Melanoms einer 58-jahrigen Frau
isoliert. COLO-849 entstammt einer axillaren Lymphknotenmetastase eines 43-jdhrigen
Mannes mit malignem Melanom. Aus einer Lymphknotenmetastase eines 26-jahrigen, am
malignen Melanom erkrankten Mannes wurde die Zelllinie IGR-37 gewonnen. Die Zelllinie SK-
MEL30 wurde aus einer subkutanen Metastase eines 67-jahrigen Mannes gewonnen. Die
Zelllinie SK-MEL3 stammt aus einer Lymphknotenmetastase einer Frau im Alter von 42 Jahren
mit malignem Melanom. Die Zelllinien TU-MM 1, TU-MM 3 und TU-MM 4 stammen aus
Tumorproben eines Schleimhautmelanoms. TU-MM 1 stammt aus der Tumorprobe eines 47-
jahrigen Mannes, TU-MM 3 wurde aus dem Tumor einer 86-jahrigen Frau gewonnen und TU-
MM 4 entstammt dem Tumor einer 72- jahrigen Frau. Es wurden normale humane epidermale
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Melanozyten (NHEM) von Promocell (Heidelberg, Deutschland) verwendet. Als Kontrolle von
Nicht-Melanom-Ursprung wurde LN-229, eine Glioblastom-Zelllinie einer 60-jahrigen Frau,

eingesetzt.

4.7.3 Auftauen, Einfrieren und Kultivierung

Das fir die Zelllinien entsprechende Medium wurde im Wasserbad auf 37°C vorgewarmt und
10ml davon in eine Zellkulturschale vorgelegt. Die Kryordohrchen mit den gefrorenen Zellen
wurden nach Entnahme aus dem Stickstofflagerbehalter kurz im Wasserbad auf 37°C erwarmt
und angetaut. AnschlieRend wurde die Zellsuspension aus dem Kryordéhrchen in die
Kulturschale Uberfihrt, welche im Brutschrank kultiviert wurde. Fir den ndchsten Tag wurde
ein Wechsel des Mediums angesetzt, um das im Einfriermedium enthaltene DMSO zu
entfernen.

Wahrend des Kultivierungsprozesses wurden die Zellen gesplittet, bevor sie die stationare
Phase erreichten, um sie in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten. Je nach Konfluenz
wurde regelmalig ein Mediumwechsel oder eine Passage der Zelllinien vorgenommen. Zur
Beurteilung der Konfluenz wurden die Zellen in den Kulturschalen unter dem Mikroskop
betrachtet.

Beim Splitten der Zellen wurde zuerst das Medium vollstandig abgesaugt und die Zellen einmal
kurz mit 3-4ml PBS gewaschen. Mit 2ml Tryp-LE erfolgte die Ablosung der Zellen fir wenige
Minuten im Brutschrank. Zu den abgeldsten Zellen wurde 4ml frisches Medium gegeben und
die Zellen resuspendiert. AnschlieRend wurde das gewiinschte Volumen auf neue Kulturschalen
verteilt und im Brutschrank weiterkultiviert.

Beim Mediumwechsel wurde bis zum Spilen mit PBS analog vorgegangen. Als ndchstes wurden
10ml frisches Medium zu den Zellen gegeben und diese im Brutschrank weiterkultiviert.

Zum Einfrieren von Zellen wurde zunachst wie bei der Passagierung der Zellen bis zum Erhalt
der trypsinierten Zellen vorgegangen. Diese wurden in 8ml Medium aufgenommen.
AnschlieRend wurden die Zellen durch Abzentrifugieren bei 800g fiir 8 Min. pelletiert. Dieses
wurde anschliefend in dem bei RT angewadrmten Einfriermedium resuspendiert und in ein
Kryoréhrchen Uberfihrt, so dass 1-3 x 10° Zellen/ml in einem Volumen von 1 ml pro Ampulle
eingefroren wurden. Dieses wurde fir 24 Stunden bei -80°C im Einfrierbehélter eingefroren,
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welcher ein schonendes Einfrieren durch Absenken der Temperatur um je 1°C pro min erlaubt.

Die Langzeitaufbewahrung der Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff bei -196°C.

4.7.4 miRNA-Inhibition

Flr die Inhibition der miRNAs miR-221 und miR-222 wurden im 6-Well 200 000 Zellen ausgesat.
Die Transfektion erfolgte am folgenden Tag. Nach Vorlegen von 1,2ml Medium in ein 6-Well
wurden im Anschluss 300ul Transfektionsmix dazu gegeben. Fir diesen Transfektionsmix
wurden die Invitrogen™ mirVana™ miRNA Inhibitoren, sowie die mirVana™ miRNA Inhibitor
Negativkontrolle Nr. 1 und Lipofectamine® RNAIMAX Transfection Reagent (Invitrogen,
Karlsruhe) genutzt. Es wurden sowohl 3ul miRNA Inhibitor (30uM) in 150ul in OPTI-MEM
(Invitrogen) als auch 9ul Lipofectamine in 150ul OPTI-MEM verdinnt. Nach Vermischen dieser
Verdlnnungen erfolgte die Inkubation fir 10min bei RT (Raumtemperatur). Somit betrug die
Endkonzentration der miRNA Inhibitoren im Well 60nM. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte
die Inkubation im Brutschrank. Fir das Wirkungsmaximum der miRNA Inhibition wurde eine

Inkubationsdauer von 48 Stunden ermittelt.

4.7.5 Kristallviolett Farbung

Zur Zellzahlbestimmung von Monolayerkulturen, wurde die Methode der Kristallviolett
Farbung angewendet. Es handelt sich dabei um einen basischen Farbstoff, der durch seine
Bindung an die negativ geladenen Oberflachenmolekile und Polysaccharide Zellen anfarbt. Die
Zellmasse, welche proportional zur Zellzahl ist, kann somit bestimmt werden (Gillies, Didier, &
Denton, 1986). Dafiir wurden die Zellen in 24 Well-Platten als Tripletts ausgesat. Am nachsten
Tag erfolgte die Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen Chloroquin. Sieben Tage
nach der Behandlung erfolgte die Proliferationsbestimmung mit der im Folgenden
beschriebenen Methode. Es wurde das Medium aus den Wells abgesaugt, die Zellen 10min bei
RT mit 4% Formaldehyd fixiert und im Anschluss mit Tritonldsung einmal und danach mit Aqua
dest. zweimal gewaschen. Die Farbung erfolgte nach Zugabe von Kristallviolett Loésung fur 10
Minuten bei RT. Es folgte dreimaliges Waschen mit Aqua dest. Mit 300ul 1% SDS-Losung
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wurden die Zellen circa 1 Stunde auf dem Rdttler lysiert. Nach der Lyse wurden jeweils 100l
der Losung in 96-Well-Platten Uberfihrt und bei 595nm die Extinktion gemessen. Die dabei
ausgewertete Menge des Farbstoffes korreliert proportional mit der Anzahl der vitalen Zellen.

Zur Normalisierung wurde SDS-Losung verwendet.

Formaldehydldsung 4% Formaldehyd in PBS

Tritonlésung 0,1% Triton in PBS

Kristalviolett-Losung 0,04% Kristallviolett in 4%igem Ethanol in Aqua
dest.

SDS-Ldsung 1% SDS in Aqua dest.

4.7.6 MTT Test

Der MTT Test ist ein quantitativer kolorimetrischer Test., mit dessen Hilfe die Zellvermehrung
vitaler Zellen durch ihre mitochondriale Stoffwechselaktivitat nachgewiesen werden kann. Den
Zellen wird der gelbe Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazoliumbromid
(MTT) zugegeben. Dieser wird von den Mitochondrien lebender Zellen zu violettem Formazan
verstoffwechselt (Berridge & Tan, 1993). Verwendet wurde hierflir das MTT Cell Proliferation
Kit I von Roche.

Fir die Durchfihrung des MTT-Tests wurden die zu untersuchenden Zellen im 6-well
transfiziert. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden erfolgte die Aufnahme der Zellen und
die Aussaat in eine 96er-well flat bottom Platte mit 100ul Volumen pro Well. Nach weiterer
Inkubation erfolgte die Behandlung mit unterschiedlichen Substanzen in verschiedenen
Konzentrationen. Fir die Messung wurden die Zellen mit 10ul MTT-Reagenz pro Well versehen,
sodass sich eine Konzentration dieser von 0,5mg/ml ergab. Im Anschluss folgte eine Inkubation
im Brutschrank fir 4 Stunden.

Nach der Inkubationsperiode wurden 100ul des Losungspuffers hinzugefligt. Dieser |0st
wahrend einer erneuten Inkubation Gber Nacht die Formazankristalle, die sich wahrend der
ersten Inkubationszeit bilden. Danach wurde die Extinktion im Multiwellreader (Thermo Fisher)
bei einer Wellenlange von 595nm gemessen. So kann der violette Farbstoff quantifiziert und

Rickschlisse auf die Zahl der proliferierenden Zellen getroffen werden (Berridge & Tan, 1993).
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4.8 Arbeiten mit Proteinen

4.8.1 Herstellen von Ganzzellextrakten aus eukaryotischen Zellen

Die Zellen einer 10 cm Schale wurden zunachst mit eiskaltem PBS gewaschen und im Anschluss
in 500ul Lysepuffer mit einem Zellschaber von der Platte gelést. Nach Uberfiihrung der gelésten
Zellen in ein 1,5ml Eppendorf Reaktionsgefals erfolgte zunachst eine 30-mindtige Inkubation
auf Eis. Im Anschluss wurde das Lysat bei 10 000g und 4°C 15min zentrifugiert. Schlief3lich
wurde der Uberstand zur Proteinbestimmung nach Bradford in ein frisches ReaktionsgefaR

Uberfuhrt. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

Lysepuffer 10x Cell Lysis Buffer in Aqua dest. auf 1x verdinnt
100mM PMSF

4.8.2 Quantitative Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration wurde mithilfe des Tests nach Bradford bestimmt. Dieses
kolorimetrische Verfahren basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliantblau an
Proteine. Zwischen dem anionischen Farbstoff sowie kationischen und nichtpolaren
Seitenketten der Proteine kommt es dabei in saurem Milieu zur Bildung von Komplexen. Durch
diese Bindung kommt es zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von
465nm zu einer Wellenldnge von 595nm. Anhand von Eichkurven ldsst sich so die
Proteinkonzentration in einer Losung bestimmen (Bradford, 1976).

Flr die quantitative Proteinbestimmung wurden 2ul Proteinlysat in 198ul PBS verdinnt und
anschliefend mit 200l 0,001%iger Triton X-100 Lésung in PBS gemischt. Dieser Ldsung wurden
600ul Bradford-Reagenz (Bio-Rad) (1:4 in Aqua dest. verdiinnt) hinzugesetzt. Zusatzlich wurde
eine BSA- Verdinnungsreihe als Eichkurve angelegt. Hierfir wurden Proben mit Oug, 2ug, 4ug,
6ug und 8ug BSA hergestellt. Entsprechend der benétigten Konzentration wurde die 0,2mg/ml
Stocklosung in einem Endvolumen von 400ul in 0,001%-iger Triton X-100 Loésung in PBS
verdiinnt. Auch den Proben der Eichkurve wurden jeweils 600ul der Bradford-Reagenz
zugegeben. Nach einer Inkubation Gber 5 Minuten wurden je 200l der Proben in eine 96-Well

U-Bottom Platte Uberfihrt. Die Extinktion wurde bei 595nm im Multiwellreader (Thermo
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Fisher) gemessen. Mithilfe der mit der Eichkurve bestimmten Extinktionswerten konnte die

Proteinkonzentration der Proben berechnet werden.

4.8.3 SDS-Polyacylamid-Elektrophorese

Bei der SDS-Gelelektrophorese werden Proteine unter denaturierten Bedingungen in
Polyacrylamid-Gelen nach ihrem Molekulargewicht getrennt und anschlieRend mittels einer
immunologischen Reaktion sichtbar gemacht. Erstbeschreiber dieser Methode des
diskontinuierlichen SDS-Page war Laemmli (Laemmli, 1970). Dabei induziert Dithiothreitol
(DTT) durch eine reduktive Spaltung der Disulfidbricken die Auflésung der Quartarstruktur der
Proteine. Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet als anionisches Detergens an die hydrophoben
Teile der Proteine. Auf diese Weise wird eine Entfaltung der Molekile herbeigefihrt, sodass
deren Eigenladung Uberdeckt wird. Dies ermoglicht den Proteinen unabhangig von ihrer
Ladung in Richtung Anode zu wandern. Die Proteine wandern im elektrischen Feld reziprok
proportional zum Logarithmus ihrer Molekllmasse, wobei sie zwei Polyacrylamid Gele mit
unterschiedlichem pH-Wert passieren. Im ersten Gel, dem Sammelgel, werden die Proteine in
einem schmalen Band gebiindelt. Durch den Wandel des pH-Wertes im darauffolgenden
Trenngel werden die Proteine aufgetrennt. Nach der Auftrennung im elektrischen Feld wird
eine lineare  Auftrennung der einzelnen Proteine in  einem  bestimmten
Molekulargewichtsbereich bewirkt. Dies geschieht in Abhangigkeit vom Grad der Vernetzung

der Polyacrylamidgele.
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Sammelgel (2ml) | Trenngel (5ml)

8% 10% 12% 15%
Aqua dest. 1,4ul 2,3ml 1,9ml 1,6ml 1,1ml
30% Acrylamidmix 330ul 1,3ml 1,7ml 2,0ml 2,5ml
1.5M Tris pH 8,8 - 1,3ml 1,3ml 1,3ml 1,3ml
1,5M Tris pH 6,8 250l - - - -
10% SDS 20l 50l 50l 50u 50u
10% APS 20l 50l 50l 50u 50u
TEMED 2ul 4ul 4ul 4ul 4ul

Die Proteinlysate wurden mit 5x Ladepuffer versetzt und bei 95°C fur 10min denaturiert.
AnschlieRend erfolgte mit der Tischzentrifuge ein kurzer Spin down der Proben, um so das bei
der Denaturierung entstandene Kondenswasser am ReaktionsgefaRdeckel wieder nach unten
zu befordern. 15ug Protein pro Probe wurden im Anschluss auf das Gel aufgetragen. Anfangs
startete die Gelelektrophorese zundchst mit einer elektrischen Spannung von 80V fir 30min,
um die Konzentration der Proteine im Sammelgel in einem Band sicherzustellen. AnschlieRend

wurde die Gelelektrophorese bei bis zu 120V fortgesetzt.

5x Ladepuffer 10% SDS

50% Glycerol

250mM DTT

0,05% Bromphenol-Blue

mit Aqua dest. auf 10ml auffillen, aliquotieren

Lagerung bei-20 °C

10x SDS-Laufpuffer 250mM Tris
1,92M Glycine
1% SDS

mit Aqua dest. auf 500ml auffillen, Lagerung bei RT
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4.8.4 \Western-Blot

Im Western Blot nach Renart (Renart, Reiser, & Stark, 1979) werden die Proteine, welche zuvor
mit Hilfe des SDS-Page aufgetrennt wurden, zundchst auf eine Tragermembran Ubertragen.
AnschlieRend werden diese mittels spezifisch bindender Antikdrper detektiert.

In der hier verwendete Semi-Dry Blot Methode werden Proteine zwischen zwei horizontalen
Plattenelektroden transferiert. Fir das diskontinuierliche Puffersystem werden die
Filterpapiere (Whatman-3MM Chromatographie Papier) mit Anodenpuffer |, Anodenpuffer |l
bzw. mit Kathodenpuffer durchfeuchtet. Um die PDVF (Polyvinylidenfluorid)-Membran zu
aktivieren, wurde diese zundchst fir ca. 5 min in 100%igem Methanol und im Anschluss in
Anodenpuffer Il inkubiert. Von der Anode aus beginnend wurde der Blot mit sechs von
Anodenpuffer | durchfeuchteten Filterpapieren, drei von Anodenpuffer | durchfeuchteten
Filterpapieren, der PVDF-Membran, Gel und neun von Kathodenpuffer durchfeuchteten
Filterpapieren aufgebaut. Die Proteine wurden dann durch die Anlage eines zum Gel senkrecht
gerichteten elektrischen Feldes in Richtung Anode auf die PVDF-Membran Ubertragen. Dies

erfolgte fir 1h 20min bei 250mA.

Anodenpuffer | 0,3M Tris
20% Methanol

mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen, Lagerung bei RT

Anodenpuffer || 25mM Tris
20% Methanol

mit Aqua dest. auf 500ml auffillen, Lagerung bei RT

Kathodenpuffer 25mM Tris
20% Methanol
40mM amino-n-caprioic-acid

mit Aqua dest. auf 500ml auffillen, Lagerung bei RT
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4.8.5 Immundetektion

Die ldentifizierung der gesuchten Proteine ist mittels spezifischer Antikdrper moglich. Diese
Methode beruht auf der Affinitadt eines spezifischen Antikérpers (Primarantikdrper) zu seinem
Antigen (Protein). Die Visualisierung erfolgt schlieRlich mit Hilfe eines gegen den
Primarantikorper gerichteten Sekundarantikdrpers, welcher an ein Enzym gekoppelt ist.

Zunachst erfolgte die Verdinnung der Primarantikorper in 5% Magermilchpulver (Biomol) in
TBST oder in 5% BSA (Carl Roth) in TBST. Bei 4°C wurden anschliefend die Membranen mit dem
Primar-Antikdrper Uber Nacht inkubiert. Im darauffolgenden Schritt wurden die Membranen
dreimal 7min bei Raumtemperatur und durch Schwenken in TBST gewaschen. Die Inkubation
der Sekundar-Antikdrper vollzog sich ebenfalls bei 4°C Uber zwei Stunden. AnschliefSend
wurden die Membranen erneut dreimal 7min bei Raumtemperatur und Schwenken in TBST
gewaschen. Fir die Nachweisreaktion wurde SignalFire™ Plus ECL Reagent (Cell Signaling

Technology) genutzt. AnschlieRend wurde die Chemilumineszenz mit dem Imager (Bio-Rad)

erfasst.
10x TBS 200 mM Tris
1,4 M NacCl
auf pH 7,6 mit Essigsaure einstellen
1X TBST 1xTBS
0,1 % Tween-20
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5. Ergebnisse

5.1 Kutane Melanome

5.1.1 Chlorogquin fuhrt in hohen Dosen zu verminderter Proliferation von kutanen Melanomen

Zur Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf die Proliferation von kutanen Melanomen
wurden die Zelllinien MEL-JUSO, COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und SK-MEL 30 mit
unterschiedlichen Konzentrationen Chloroquin behandelt und ihr Wachstumsverhalten mittels
Kristallviolett Farbung dargestellt. Dem Vergleich diente das Proliferationsverhalten von NHEM
und LN-229 bei gleichen Bedingungen.

Bei den untersuchten Melanom Zelllinien ist mit steigender Chloroquin Konzentration ein
hemmender Einfluss auf die Proliferation sichtbar. Dennoch zeigen auch mit 50uM Chloroquin
behandelte kutane Melanome weiterhin ein Uberleben. MEL-JUSO, IGR-37 und SK-MEL 30
reagieren bereits ab Chloroquin Konzentrationen von 10uM einen deutlichen Abfall der Zellzahl
(siehe Abb. 1 C, E, G), wohingegen COLO-849 und SK-MEL 3 erst ab 50uM mit einer gechemmten
Proliferation reagieren. Dabei sind selbst bei Konzentrationen von 50uM Zellen nachweisbar
(siehe Abb. 1 D, F). Bei LN-229 zeigt sich ein Riickgang der Zellzahl ab 25uM (siehe Abb. 1 A).
NHEM zeigen bei Chloroquin Konzentrationen von 5uM ein geringeres Uberleben gegeniiber
der Ausgangszellzahl, sowie verglichen mit allen kutanen Melanom Zelllinien bei der gleichen
Behandlung. Bei Chloroquin Konzentrationen von 10uM und mehr sind kaum mehr lebende
Zellen messbar (siehe Abb. 1 B). Insgesamt reagieren kutane Melanome sowie auch LN-229

deutlich weniger sensibel auf die Behandlung mit Chloroquin als NHEM.
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Abbildung 1: Chloroquin hemmt die Proliferation von kutanen Melanomen.

Fir die Proliferationskurven wurden 50.000 Zellen der Zelllinien NHEM, LN-229, MEL-JUSO, COLO-849, IGR-37, SK-
MEL 3, SK-MEL 30 pro Well einer 24-Well Platte ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen mit den entsprechenden
Chloroquin Konzentrationen von 0,37uM bis 50uM behandelt oder unbehandelt belassen. Nach 7 Tagen erfolgte
die Farbung mit Kristallviolett. Die Messung der Extinktion bei 595nm erfolgte mit einem Multiwellreader.
Dargestellt ist die relative Zellzahl, ermittelt aus der Extinktion einer Vierfachbestimmung (bei NHEM und LN-229
einer Dreifachbestimmung), sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken. Die Normalisierung erfolgte auf die
unbehandelten Proben der entsprechenden Zelllinie.

5.1.2 Chloroguin hemmt nicht den PUMA Protein Abbau in kutanen Melanomen

Chloroquin ist ein klassischer Wirkstoff aus der Gruppe der Malariamittel mit antiparasitarer
und entziindungshemmender Wirkung. Es hat zudem eine alkalisierende Wirkung in den
Lysosomen der Zellen und wirkt dadurch hemmend auf die Autophagie. Lakhter et. al. zeigten,
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dass der Abbau von PUMA in Melanomen spezifisch durch Chloroquin in Konzentrationen von
25 und 50uM gehemmt werden kann. Es wurden dabei die kutanen Melanom Zelllinien SK-
MEL23, MEL501, MELSK5, MEL526 und MEL624 untersucht. Dabei scheint die Inhibition des
PUMA Abbaus vielmehr Chloroquin- als Autophagie-spezifisch zu sein (Lakhter et al., 2013).
Bafilomycin wirkt ebenfalls als Inhibitor der Autophagie, indem es die V-Typ ATPase der
Autophagosomen Membran inhibiert. Auf diese Weise wird die Verschmelzung von
Autophagosom und Lysosom unterbunden, was sich durch eine Stabilisierung des Autophagie-
Markers Lc3 Il darstellen lasst (Mauvezin & Neufeld, 2015). Um eine Autophagie bedingte
Anderung der PUMA Proteinexpression zu untersuchen soll die Wirkung von Chloroquin auf
kutane Melanome untersucht werden.

Hierzu wurden die kutanen Melanom Zelllinien MEL-JUSO, COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und
SK-MEL 30 sowie die Kontrollzelllinie LN-229 und NHEM mit Chloroquin Konzentrationen von
25 und 50uM behandelt. Dem Vergleich diente eine Behandlung mit 30nM Bafilomycin, sowie
mit 10uM Etoposid. Die Behandlung mit Etoposid als p53 Induktor diente der vergleichenden
Darstellung einer moéglichen Induktion der PUMA Transkription durch eine p53 Induktion.
COLO-849 zeigt nach Behandlung mit Chloroquin eine Erhohung der PUMA Proteinexpression
ohne gleichzeitig erhohte p53 Expression. In der Zelllinie IGR 37, fir welche eine p53
Deletionsmutation bekannt ist, ist p53 demnach nicht detektierbar. Es kommt nicht zur
vermehrten Induktion von PUMA. In LN-229 zeigen sich nach Behandlung mit 50uM Chloroquin
eine leicht erhéhte p53 und PUMA Proteinexpression.

In MEL-JUSO, COLO-849 und SK-MEL 3 sowie in LN-229 gelingt der Nachweis einer erhohten
p53 Proteinexpression nach Behandlung mit Etoposid, jedoch ohne erhdéhte PUMA
Proteinexpression. Ebenso zeigt sich in NHEM eine leicht erhéhte PUMA Expression nach
Behandlung mit 50uM Chloroquin. Eine Induktion von p53 ist nicht nachweisbar.

In allen untersuchten Zelllinien bis auf MEL-JUSO zeigt sich bei Behandlung mit Bafilomycin eine
Stabilisierung von LC3 Il. Eine Behandlung mit Bafilomycin flhrt in keiner der untersuchten
Zelllinien Veranderungen in der PUMA Expression. Bei Behandlung mit Chloroquin stellt sich in

LN-229, NHEM, COLO-849, IGR-37 und SK-MEL 30 eine Stabilisierung von LC3 Il dar.
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Abbildung 2: Die Behandlung mit Chloroquin zeigt keine Hemmung des PUMA Proteinabbaus in kutanen
Melanomen.

Flr die Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf die PUMA Proteinexpression in kutanen Melanomen
wurden diese mit 25uM Chloroquin (25uM CQ), 50 uM Chloroquin (50uM CQ) fur 24h behandelt oder
unbehandelt (-) belassen. Zur Kontrolle diente die Behandlung mit 10uM Etoposid (10uM Etp) und 30nM
Bafilomycin (30nM Baf). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. Dargestellt ist die x-
fache Uber-/Herabregulation der Proteinexpression von PUMA, p53 und Lc3 gegeniiber den unbehandelten
Zellen.
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5.1.3 Chloroquin zeigt in physiologischer Konzentration keine proliferationshemmende

Wirkung in kutanen Melanomen.

Mzayek et. al untersuchten Blutplasmakonzentrationen von Chloroquin nach Gabe fiur die
Behandlung der Malaria therapeutischer Dosen des Medikaments. Es wurden auf diese Weise
Blutplasmakonzentrationen von ca. 1,3 — 5,2 uM bei einer Dosis von 600mg, bzw. 1,4 —5,6 uM
bei 1500mg Chloroquin gemessen (Mzayek et al., 2007), weshalb fir folgenden Versuch eine
mittlere Chloroquin Konzentration von 2,5uM gewahlt wurde. Diese wird im Folgenden als
physiologische Chloroquin Konzentration bezeichnet und soll moglichst die Nebenwirkungen
des Medikaments, wie unter anderem die sogenannte Chloroquin Retinopathie, welche bis zur
Erblindung flhren kann, vermeiden. Basierend auf Analysen der maximalen
Blutplasmakonzentration von Cisplatin bei taglicher Gabe (Urien & Lokiec, 2004) wurde fiir den
folgenden Versuch eine Konzentration von 8uM Cisplatin gewahlt, welche in dieser Arbeit als
physiologische Cisplatin Konzentration bezeichnet wird.

Es soll Gberprift werden, inwieweit Chloroquin und die dadurch mogliche erhéhte PUMA-
Expression flir die Hemmung der Proliferation gentigen. In gleichem Zuge soll evaluiert werden,
ob ergdanzend zusatzliche Stimuli zur Induktion von Apoptose wie beispielsweise Cisplatin notig
sind. Daflir wurden kutane Melanome mit der physiologischen Chloroquin bzw. Cisplatin
Konzentration behandelt. AnschlieRend erfolgte die Untersuchung der Zell Viabilitat mittels in
Proliferationskurven visualisierten MTT-Assays zu verschiedenen Zeitpunkten. Zudem erfolgte
eine Kombinationsbehandlung aus beiden Substanzen.

Es zeigt sich fir alle untersuchten Zelllinien bis auf IGR-37 und SK-MEL 30 kein Unterschied in
der Zellproliferation zwischen unbehandelten und mit Chloroquin behandelten Zellen. In den
Zelllinien IGR-37 und SK-MEL 30 zeigen die mit Chloroquin behandelten Zellen verglichen mit
den unbehandelten Zellen eine Wachstumshemmung.

Mit Chloroquin behandelte und unbehandelte Zellen der Linien MEL-JUSO und LN-229 zeigen
bis zur Messung nach 72h ein kontinuierliches Wachstum der unbehandelten, sowie der mit
Chloroquin behandelten Zellen, wobei sich nach 96 h ein Abfall der Zellzahl darstellt. Diese
Wachstumsinhibition ist auf die rdumliche Begrenzung des Zellwachstums nach Erreichen einer
100%-gen Konfluenz zurlckzufihren. Eine ahnliche Wachstumsinhibition nach 72h ist bei den

unbehandelten Zellen der Linien IGR-37 und SK-MEL 30 zu sehen.
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Es erfolgte analog die Behandlung mit Cisplatin sowie eine Kombinationsbehandlung aus
Chloroquin und Cisplatin, jeweils in physiologischer Konzentration. In allen untersuchten
Zelllinien, sowohl bei der alleinigen Behandlung mit Cisplatin, als auch bei der
Kombinationsbehandlung ist eine im Vergleich zu den unbehandelten Zellen deutliche
Proliferationshemmung sichtbar. Lediglich LN-229 weist eine weniger deutliche
Wachstumshemmung auf. Dabei fallt bei den Zelllinien COLO-849 und SK-MEL 3 auf, dass fur
die Proliferation der Zellen keinen Unterschied zwischen der alleinigen Cisplatin Behandlung
und der zusatzlichen Chloroquin Gabe zu verzeichnen ist. Eine Proliferationshemmung in diesen
Zelllinien zeigt sich allein durch die Wirkung von Cisplatin, zumal sich wie bereits beschrieben
kein Unterschied in der Zellproliferation zwischen unbehandelten und mit Chloroquin
behandelten Zellen zeigt. In den Zelllinien MEL-JUSO, IGR-37 und SK-MEL 30, auf deren
Wachstum  Chloroquin  eine  proliferationshemmende  Wirkung hat, zeigt die
Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und Chloroquin verglichen mit der alleinigen Cisplatin
Behandlung eine starkere wachstumshemmende Wirkung. Insgesamt fallt auf, dass die
proliferationshemmende Wirkung von Cisplatin allein stets deutlicher ausgepragt ist als die
Wachstumshemmung, welche durch Chloroquin erreicht werden kann. Die mit Chloroquin
behandelten Melanozyten NHEM zeigen ein gehemmtes Wachstum im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen. Bezlglich der Sensitivitdt gegentber Cisplatin zeigt sich bei NHEM ein
gehemmtes Wachstum nach der Behandlung. Die Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und

Chloroquin verstarkt zudem die Wirkung der Proliferationshemmung bei NHEM.
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Abbildung 3: Die Behandlung mit 2,5uM Chloroquin zeigt keine proliferationshemmende Wirkung in kutanen
Melanomen. Cisplatin in physiologischer Konzentration wirkt proliferationshemmend auf kutane Melanome.
Fiir die Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf das Uberleben der Zellen wurden kutane Melanome mit
2,5 UM Chloroquin (CQ) und bzw. oder mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. Fir die
Proliferationskurven wurden 4.000 Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag 0 wurden die Zellen mit
Chloroquin und bzw. oder Cisplatin behandelt und zu diesem Zeitpunkt, als auch nach 24h, 48h, 72h und 96h
nach Durchfiihren eines MTT-Assays die Extinktion bei 595nm gemessen. Dargestellt ist die Extinktion, ermittelt
aus der Extinktion einer Zweifachbestimmung, sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken.
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5.1.4 Die Inhibition der miRNA-221 und -222 fiihrt nicht zur erhéhten PUMA Proteinexpression

in kutanen Melanomen

In der Literatur wurde die fir PUMA kodierende mRNA als Zielstruktur der miRNA-221 und
miRNA-222 beschrieben (C. Zhang et al., 2010). Des Weiteren wurde gezeigt, dass die
Expression dieser miRNAs im malignen Melanom erhéht ist und mit Progression der Melanome
steigt (Felicetti et al., 2008). Die Expression eben dieser in MEL-JUSO scheint vergleichbar mit
jener der Glioblastomzelllinie LN-229. NHEM, COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und SK-MEL 30
weisen eine vergleichsweise niedrige miRNA-221 und -222 Expression auf (Marie Kristin
Fritsche, 2019). Eine Induktion der PUMA Expression war bisher in NHEM, MEL-JUSO und LN-
229 nicht sichtbar (Marie Kristin Fritsche, 2019).

Um zu beleuchten, inwiefern der miRNA und der Autophagie vermittelte PUMA Abbau
zusammenwirken, wurde die PUMA Proteinexpression bei miRNA Inhibition und gleichzeitiger
Behandlung mit Chloroquin im Western Blot untersucht. Des Weiteren wurde geprift, ob es
einen zusatzlichen Stimulus, wie in diesem Fall Cisplatin, zur Detektion einer erhéhten PUMA
Expression bedarf. Da miRNA-221 und -222 in Glioblastomen an der Steuerung und Regulierung
der PUMA Expression beteiligt sind (C. Zhang et al., 2010), wurde die Glioblastomzelllinie LN-
229 als Kontrolle gewdhlt. Die Behandlung erfolgte mit physiologischen Chloroquin bzw.
Cisplatin Konzentrationen, sowie mit Inhibitoren der miRNA-221 und -222.

In MEL-JUSO bewirken die Behandlungen mit miRNA Inhibitoren, Chloroquin und Cisplatin eine
p53 Induktion. Sowohl bei der alleinigen miRNA Inhibition, als auch in der
Kombinationsbehandlung mit Chloroquin lasst sich eine erhdhte PUMA Proteinexpression
nachweisen, allerdings erzielt auch die Negativkontrolle eine erhohte PUMA Expression. COLO-
849 reagiert auf eine Inhibition der miRNA mit einem Anstieg der PUMA Expression, eine p53
Induktion zeigt sich nicht. Bei zusatzlicher Behandlung der transfizierten Zellen mit Chloroquin
reagieren diese mit einer gesteigerten PUMA und p53 Expression. Eine zusatzliche Cisplatin
Gabe fuhrt zur p53 Induktion. Verglichen mit der Héhe der PUMA Proteinexpression in der
Negativkontrolle kommt es durch eine zusatzliche Cisplatin Gabe jedoch nicht zur PUMA
Induktion. Bezogen auf unbehandelte Zellen zeigt sich eine erhéhte PUMA Expression. IGR-37
zeigt bei keiner der Behandlungen weder eine induzierte Expression von p53, noch von PUMA.
In SK-MEL 3 wird durch die Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibitoren, Chloroquin und

Cisplatin eine erhohte p53 Expression sichtbar, eine PUMA Induktion stellt sich nicht dar. SK-
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MEL 30 reagiert auf die miRNA Inhibition und die zusatzlichen Chloroquin und Cisplatin Gaben
nicht mit einer p53 oder PUMA Induktion. In Zellen der Linie LN-229 fihren eben jene
Behandlungen zu einer p53 Induktion, eine PUMA Induktion zeigt sich nicht. Bei NHEM kann
weder durch die Inhibition der miRNA-221 und -222, noch durch zusatzliche Chloroquin
Behandlung eine p53 Induktion erwirkt werden. Erst nach Zugabe von Cisplatin kann in NHEM
eine erhdhte p53 Expression beobachtet werden. Eine vermehrte PUMA Proteinexpression

zeigt sich nach keiner der Behandlungen.
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Abbildung 4: Die Inhibition der miRNA-221 und -222 fiihrt nicht zur erhhten PUMA Proteinexpression in
kutanen Melanomen.

Der Einfluss der miRNAs auf die PUMA Proteinstabilitdt wurde untersucht, indem die Zellen mit mirVana™ miRNA
Inhibitor transfiziert wurden. Es erfolgte die Inhibition der miRNA-221 und -222 (a), sowie die Behandlung
transfizierter Zellen mit 10uM Chloroquin (a+10 CQ) und mit 10uM Chloroquin und 8uM Cisplatin (a+10 CQ+8
Cis). Der Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (-), sowie mit einer Negativkontrolle (NK) transfizierte Zellen.
48h nach Transfektion, sowie weiteren 24h nach Behandlung mit CQ und Cis erfolgte die Proteinisolation und
der Nachweis von PUMA im Western Blot. Die Proteinexpression wurde gegen GAPDH normalisiert. Dargestellt
ist die x-fache Uber-/Herabregulation der Proteinexpression von PUMA und p53.
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5.1.5 Eine Inhibition der miRNA-221 und 222 zeigt keine proliferationshemmende Wirkung in

kutanen Melanomen

Zur Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das
Proliferationsverhalten in kutanen Melanomen erfolgte die Inhibition ebenjener. AnschlieRend
wurde in Proliferationskurven das Wachstum der Zellen dargestellt.

Bei den Zelllinien COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und SK-MEL 30 zeigt sich kein Unterschied in der
Zellproliferation zwischen unbehandelten und transfizierten Zellen. MEL-JUSO reagiert als
einzige kutane Melanom Zelllinie mit einer Inhibition des Wachstums nach miRNA Inhibition
nach 72h. Nach 96h zeigt sich ein Abfall der Zellzahl der unbehandelten Zellen und der
Negativkontrolle, wahrend die miRNA inhibierten Zellen ein weiteres Wachstum zeigen. Die
Kontrollzelllinie LN-229 zeigt ein dhnliches Wachstumsverhalten wie MEL-JUSO. Bei NHEM fallt
die zu Beginn der Messung bereits im Vergleich zur Negativkontrolle und den unbehandelten
Zellen verringerte Zellzahl an transfizierten Zellen auf. Nach 96h zeigen sich mehr unbehandelte
und mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen als bei Behandlung mit miRNA Inhibitoren.
Die Negativkontrolle nimmt dabei, verglichen mit den unbehandelten Melanozyten, keinen

Einfluss auf deren Proliferationsverhalten.
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Abbildung 5: Die Inhibition der miRNA-221 und 222 hat keine proliferationshemmende Wirkung in kutanen
Melanomen.

Fir die Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das Uberleben der Zellen wurden
kutane Melanome mit mirVana™ miRNA Inhibitor transfiziert (o) oder unbehandelt (-) belassen. Als Kontrolle
dienten mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen (NK). Fur die Proliferationskurven wurden 4.000
unbehandelte bzw. bereits transfizierte Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag O wurde, sowie
auch nach 24h, 48h, 72h und 96h nach Durchfiihren eines MTT-Assays die Extinktion bei 595nm gemessen.
Dargestellt ist die Extinktion, ermittelt aus der Extinktion einer Zweifachbestimmung, sowie die
Standardabweichung als Fehlerbalken.
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5.1.6 Die Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibitoren mit Chloroguin und Cisplatin bringt

keine zusatzliche Proliferationshemmung gegeniber der Behandlung aus Chloroguin und

Cisplatin in kutanen Melanomen

Es erfolgte die Untersuchung, inwieweit eine Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibition
mit Hemmung des PUMA spezifischen Proteinabbaus und p53 induzierter PUMA Expression
durch Cisplatin in kutanen Melanomen Apoptose einleitet. Hierzu erfolgte zunachst die
Transfektion mit miRNA Inhibitoren. Zusatzlich wurden die transfizierten Zellen mit Chloroquin
und Cisplatin in physiologischen Konzentrationen behandelt. AnschlieRend wurde in
Proliferationskurven das Wachstum der Zellen dargestellt.

In COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und SK-MEL 30 zeigt die Kombinationsbehandlung aus miRNA
Inhibition, Chloroquin und Cisplatin verglichen mit der unbehandelten Kontrolle eine deutliche
Proliferationshemmung. Vergleichend mit der Behandlung aus Chloroquin und Cisplatin ohne
miRNA Inhibition zeigt sich kein Unterschied im Wachstumsverhalten. Die zusatzliche miRNA
Inhibition bringt keinen additiven proliferationshemmenden Effekt. MEL-JUSO reagiert mit
einer Proliferationshemmung bei Behandlung mit Cisplatin und Chloroquin. Der
wachstumshemmende Effekt wird durch zusatzliche Inhibition der miRNA-221 und -222
verstarkt. In LN-229 ist ein dhnliches Verhalten zu beobachten. Auch hier bringt die
Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibitoren, Chloroquin und Cisplatin in der
Proliferationshemmung einen starkeren Effekt als Chloroquin und Cisplatin ohne miRNA
Inhibition. Bei NHEM féllt die zu Beginn der Messung bereits im Vergleich zu den anderen
Behandlungen verringerte Zellzahl an transfizierten und mit Chloroquin und Cisplatin
behandelten Zellen auf. Nach 96h ist die Zahl der unbehandelten Zellen hoher als die Anzahl an
Zellen, welche mit Chloroquin, Cisplatin oder miRNA-Inhibitoren behandelt wurden. Der
starkste Effekt auf das Proliferationsverhalten der Melanozyten ist nach der
Dreifachkombination mit Chloroquin, Cisplatin und miRNA-Inhibitoren zu beobachten. Hier
zeigt sich nach 96h keine Vermehrung der Zellzahl, wohingegen unbehandelte Melanozyten ein
ungehemmtes Proliferationsverhalten zeigen.

Mit Chloroquin und Cisplatin behandelte Zellen der Linien MEL-JUSO und IGR-37 zeigen bis zur
Messung nach 72h ein kontinuierliches Wachstum, wobei sich nach 96 h ein Abfall der Zellzahl

darstellt.
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Abbildung 6: Die Inhibition der miRNA-221 und 222 mit gleichzeitiger Behandlung mit Chloroquin und Cisplatin
zeigt eine proliferationshemmende Wirkung in kutanen Melanomen, jedoch ist der Effekt nicht groRer als bei
einer alleinigen CQ und Cis Behandlung.

Fir die Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das Uberleben der Zellen wurden
kutane Melanome mit mirVana™ miRNA Inhibitor transfiziert und zusatzlich mit 2,5 uM Chloroquin und 8 uM
Cisplatin (a+CQ+Cis) behandelt. Als Kontrolle dienten mit einer Negativkontrolle transfizierte und mit 2,5 uM
Chloroquin und 8 uM behandelte Zellen (NK+CQ+Cis), sowie nur mit 2,5 uM Chloroquin und 8 uM Cisplatin
behandelte (CQ+Cis) Zellen. Fir die Proliferationskurven wurden 4.000 unbehandelte bzw. bereits transfizierte
Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag 0 wurden die Zellen mit Chloroquin und Cisplatin behandelt
und zu diesem Zeitpunkt, sowie auch nach 24h, 48h, 72h und 96h nach Durchfiihren eines MTT-Assays die
Extinktion bei 595nm gemessen. Dargestellt ist die Extinktion, ermittelt aus der Extinktion einer
Zweifachbestimmung, sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken.
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5.2 Schleimhautmelanome

5.2.1 Chloroquin fihrt in hohen Dosen zu verminderter Proliferation von

Schleimhautmelanomen

Zur  Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf die Proliferation von
Schleimhautmelanomen wurden TU-MM 1, 3 und 4 (im Folgenden bezeichnet als die Gruppe
der Schleimhautmelanome) mit unterschiedlichen Konzentrationen Chloroquin behandelt und
ihr Wachstumsverhalten mittels Kristallviolett Farbung dargestellt und mit NHEM und LN-229
verglichen.

Schleimhautmelanome reagieren deutlich weniger sensibel auf die Behandlung mit Chloroquin
als NHEM und LN-229. Es sind selbst bei hohen Konzentrationen bis 50uM Chloroquin Zellen
nachweisbar, wenngleich die Behandlung mit steigender Konzentration einen hemmenden
Einfluss auf die Proliferation hat. Auch mit 50uM Chloroquin behandelte
Schleimhautmelanome zeigen weiterhin ein Uberleben, jedoch zeigen sie im Vergleich zu
kutanen Melanomen ein geringeres Ansprechen auf Chloroquin. TU-MM 1 reagiert, verglichen
mit TU-MM 3 und 4 deutlich sensibler, bei einer Konzentration von 25uM mit einer
Proliferationshemmung. TU-MM 3 und 4 zeigen erst ab 50uM Chloroquin ein gehemmtes

Wachstum.
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Abbildung 7: Chloroquin hemmt die Proliferation von Schleimhautmelanomen.

Fir die Proliferationskurven wurden 50.000 Zellen der Zelllinien NHEM, LN-229, TU-MM 1, TU-MM 3 und TU-MM
4 pro Well einer 24-Well Platte ausgesat. Nach 24h wurden die Zellen mit den entsprechenden Chloroquin
Konzentrationen von 0,37uM bis 50uM behandelt oder unbehandelt belassen. Nach 7 Tagen erfolgte die Farbung
mit Kristallviolett. Die Messung der Extinktion bei 595nm erfolgte mit einem Multiwellreader. Dargestellt ist die
relative Zellzahl, ermittelt aus der Extinktion einer Dreifachbestimmung (bei NHEM einer Zweifachbestimmung),
sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken. Die Normalisierung erfolgte auf die unbehandelten Proben der
entsprechenden Zelllinie. Die wiederholte Darstellung von NHEM und LN-229 (siehe Abb. 1) dient dem Vergleich.

5.2.2 Chloroquin hemmt den PUMA Proteinabbau in Schleimhautmelanomen

Da die Wirkung von Chloroquin auf Schleimhautmelanome bislang nicht Gberprift wurde, soll
durch die Behandlung von Schleimhautmelanomen mit Chloroquin eine Autophagie bedingte
Anderung der PUMA Proteinexpression untersucht werden. Hierzu wurden Zellen der
Primarkulturen TU-MM 1, TU-MM 3 und TU-MM 4 sowie als Kontrollzelllinie NHEM und LN-229
mit Chloroquin Konzentrationen von 25 und 50uM behandelt. Dem Vergleich diente auch hier
wie in 5.1.2 eine Behandlung mit 30nM Bafilomycin als Autophagie Inhibitor sowie mit 10uM
Etoposid als p53 Induktor.

In TU-MM 1 kénnen bei Behandlung mit Etoposid eine erhdhte p53 Expression sowie eine
PUMA Induktion gezeigt werden. Eine Behandlung mit Chloroquin zeigt bereits bei

Konzentrationen von 25uM deutlich erhohte PUMA Spiegel ohne gleichzeitiger p53 Induktion
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bei Behandlung mit 25uM Chloroquin. Diese p53 unabhangige Erhohung der PUMA
Proteinexpression gelingt durch Chloroquin, nicht jedoch durch Bafilomycin. Durch die
Behandlung mit Bafilomycin gelingt keine PUMA Induktion. Bei einer Konzentration von 50uM
Chloroquin ist neben der erhohten PUMA Expression auch eine Induktion von p53 sichtbar.
Ahnliches kann bei TU-MM 3 beobachtet werden. Allerdings wird hier im Gegensatz zu TU-MM
1 nach Behandlung mit Etoposid zwar vermehrt p53 in den Zellen, nicht jedoch PUMA messbar.
Bei hohen Chloroquin Konzentrationen ist keine p53 Induktion sichtbar, wohingegen sich eine
leicht erhohte PUMA Proteinexpression nachweisen lasst. In Bafilomycin behandelten Zellen
zeigt sich eine leichte Induktion von p53 und PUMA. Anders verhalten sich Zellen der Zelllinie
TU-MM 4. Hier induziert lediglich die Behandlung mit Etoposid erhdhte p53 Spiegel, jedoch
erbringt keine der Behandlungen eine Auswirkung auf die PUMA Proteinlevel. In allen
untersuchten Zellen zeigt sich sowohl bei Behandlung mit Chloroquin, als auch mit Bafilomycin

eine Stabilisierung des Autophagie Inhibitors LC3 II.
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Abbildung 8: Die Behandlung mit Chloroquin fiihrt zur erhéhten PUMA Protein Expression in
Schleimhautmelanomen.

Fur die Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf die PUMA Proteinexpression in Schleimhautmelanomen
wurden diese mit 25uM Chloroquin (25uM CQ), 50 uM Chloroquin (50uM CQ) fur 24h behandelt oder
unbehandelt belassen. Zur Kontrolle diente die Behandlung mit 10uM Etoposid (10uM Etp) und 30nM Bafilomycin
(30nM Baf). Der Nachweis der Proteinexpression erfolgte mittels Western Blot. Dargestellt ist die x-fache Uber-
/Herabregulation der Proteinexpression von PUMA, p53 und Lc3 und gegenlber den unbehandelten Zellen. Die
wiederholte Darstellung von NHEM und LN-229 (siehe Abb.2) dient dem Vergleich.
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5.2.3 Chloroquin zeigt in physiologischer Konzentration keine proliferationshemmende

Wirkung in Schleimhautmelanomen

Vergleichend zu den kutanen Melanomen soll geprift werden, inwiefern bei
Schleimhautmelanomen eine Behandlung mit Chloroquin in Kombination mit einem
zusatzlichen Stimulus eine Induktion der PUMA Expression und Hemmung der Proliferation
bewirkt. Daflr wurden Schleimhautmelanome analog zu den kutanen Melanomen mit der
physiologischen Chloroquin bzw. Cisplatin Konzentration behandelt. Anschliefend erfolgte die
Untersuchung der Zell Viabilitat mittels in Proliferationskurven visualisierten MTT-Assays zu
verschiedenen Zeitpunkten. Zudem erfolgte eine Kombinationsbehandlung aus beiden
Substanzen.

Die mit Chloroquin behandelten Zellen der Primarkultur TU-MM 3 zeigen ein gehemmtes
Wachstum im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Chloroquin hat auf die Proliferation
bei TU-MM 1 und TU-MM 4 keine hemmende Wirkung. Bezlglich ihrer Sensitivitat gegentber
Cisplatin zeigt sich bei TU-MM 3 ein gehemmtes Wachstum nach Behandlung. Die
Kombinationsbehandlung hat keinen zusatzlichen Effekt gegenlber der alleinigen Cisplatin
Behandlung. TU-MM 1 zeigt sich hinsichtlich des Zellwachstums gegenlber keiner Behandlung
sensibel. Die Behandlung mit Chloroquin sowie die Kombinationsbehandlung haben im
Vergleich mit den unbehandelten Zellen keine proliferationshemmende Wirkung. TU-MM 4

reagiert weder auf Chloroquin, noch auf Cisplatin mit einer verringerten Proliferation.
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Abbildung 9: Die Behandlung mit 2,5 uM Chloroquin hat keine proliferationshemmende Wirkung in
Schleimhautmelanomen.

Fir die Untersuchung der Wirkung von Chloroquin auf das Uberleben der Zellen wurden Schleimhautmelanome
mit 2,5 uM Chloroquin (CQ) und bzw. oder mit 8uM Cisplatin (Cis) behandelt oder unbehandelt (-) belassen. Flr
die Proliferationskurven wurden 4.000 Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag 0 wurden die Zellen
mit Chloroquin und bzw. oder Cisplatin behandelt und zu diesem Zeitpunkt, als auch nach 24h, 48h, 72h und 96h
nach Durchfiihren eines MTT-Assays die Extinktion bei 595nm gemessen. Dargestellt ist die Extinktion, ermittelt
aus der Extinktion einer Zweifachbestimmung, sowie die Standardabweichung als Fehlerbalken. Die wiederholte
Darstellung von NHEM und LN-229 (siehe Abb. 3) dient dem Vergleich.
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5.2.4 Die Inhibition der miRNA-221 und -222 fihrt zur erhohten PUMA Proteinexpression in

Schleimhautmelanomen

Untersuchungen zur Expression der miRNA-221 und -222 in Schleimhautmelanomen zeigen
eine deutlich erhdhte Expression in TU-MM1, TU-MM3 und TU-MM4. Kutane Melanome
weisen eine vergleichsweise niedrige miRNA-221 und -222 Expression auf (Marie Kristin
Fritsche, 2019). Zudem konnte nach Inhibition der miRNA-221 und -222 in TU-MM 1 eine
Induktion der PUMA Expression beobachtet werden (Marie Kristin Fritsche, 2019).

Um zu Uberprifen, inwiefern der miRNA und der Autophagie vermittelte PUMA Abbau
zusammenspielen, wurde analog zum Vorgehen bei der Untersuchung von kutanen
Melanomen die PUMA Proteinexpression bei miRNA Inhibition und gleichzeitiger Behandlung
mit Chloroquin untersucht. Des Weiteren wurde gepriift, ob es einen zusatzlichen Stimulus, wie
in diesem Fall Cisplatin, zur Induktion der PUMA Expression bedarf. Die Behandlung erfolgte
mit physiologischen Chloroquin bzw. Cisplatin Konzentrationen, sowie mit Inhibitoren der
miRNA-221 und -222.

TU-MM 1 reagiert auf die Inhibition der miRNA mit einem Anstieg der PUMA Expression mit
gleichzeitig leichter p53 Induktion. Bei zusatzlicher Behandlung der transfizierten Zellen mit
Chloroquin reagieren diese mit einer gesteigerten PUMA und p53 Expression. Eine zusatzliche
Cisplatin Gabe fuhrt zur deutlich vermehrten p53 Expression. Verglichen mit der Hohe der
PUMA Proteinexpression in den transfizierten und mit Chloroquin behandelten Zellen kommt
es durch eine zusatzliche Cisplatin Gabe nicht zur weiteren Erhéhung der PUMA Expression. Bei
TU-MM 3 zeigen mit miRNA |Inhibitoren transfizierte Zellen eine erhthte PUMA
Proteininduktion ohne Anstieg von p53. Bei zuséatzlicher Behandlung mit Chloroquin reagieren
TU-MM 3 mit einer weiter gesteigerten PUMA Expression. Gleichzeitig zeigt sich eine im
Vergleich zur Negativkontrolle erhéhte p53 Proteinexpression. Die zusatzliche Behandlung mit
Cisplatin flhrt zu einer weiteren Steigerung der PUMA und p53 Expression. TU-MM 4 zeigt bei
keiner der Behandlungen eine Expression von p53 sowie keine erhohte PUMA

Proteinexpression.
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Abbildung 10: Die Inhibition der miRNA-221 und -222 fiihrt zur erhohten PUMA Proteinexpression in
Schleimhautmelanomen

Der Einfluss der miRNAs auf die PUMA Proteinstabilitdt wurde untersucht, indem die Zellen mit mirVana™ miRNA
Inhibitor transfiziert wurden. Es erfolgte die Inhibition der miRNA-221 und -222 (a), sowie die Behandlung
transfizierter Zellen mit 10uM Chloroquin (a+10 CQ) und mit 10uM Chloroquin und 8uM Cisplatin (a+10 CQ+8
Cis). Der Kontrolle dienten unbehandelte Zellen (-), sowie mit einer Negativkontrolle (NK) transfizierte Zellen.
48h nach Transfektion, sowie weiteren 24h nach Behandlung mit CQ und Cis erfolgte die Proteinisolation und
der Nachweis von PUMA im Western Blot. Die Proteinexpression wurde gegen GAPDH normalisiert. Dargestellt
ist die x-fache Uber-/Herabregulation der Proteinexpression von PUMA und p53. Die wiederholte Darstellung
von NHEM und LN-229 (siehe Abb. 4) dient dem Vergleich.
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5.2.5 Eine Inhibition der miRNA-221 und 222 zeigt eine proliferationshemmende Wirkung in

Schleimhautmelanomen

Zur Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das
Proliferationsverhalten in Schleimhautmelanomen erfolgte die Inhibition ebenjener.
AnschlieRend wurde in Proliferationskurven das Wachstum der Zellen dargestellt.

In TU-MM 4 zeigt sich kein Unterschied in der Zellproliferation zwischen unbehandelten und
transfizierten Zellen. TU-MM 1 und TU-MM 3 zeigen eine Inhibition des Wachstums nach
miRNA Inhibition.
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Abbildung 11: Die Inhibition der miRNA-221 und 222 hat eine proliferationshemmende Wirkung in
Schleimhautmelanomen

Fiir die Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das Uberleben der Zellen wurden
Schleimhautmelanome mit mirVana™ miRNA Inhibitor transfiziert (a) oder unbehandelt (-) belassen. Als
Kontrolle dienten mit einer Negativkontrolle transfizierte Zellen (NK). Fir die Proliferationskurven wurden 4.000
unbehandelte bzw. bereits transfizierte Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag 0 wurde, sowie
auch nach 24h, 48h, 72h und 96h nach Durchfiihren eines MTT-Assays die Extinktion bei 595nm gemessen.
Dargestellt ist die Extinktion, ermittelt aus der Extinktion einer Zweifachbestimmung, sowie die
Standardabweichung als Fehlerbalken. Die wiederholte Darstellung von NHEM und LN-229 (siehe Abb. 5) dient
dem Vergleich.
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5.2.6 Die Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibitoren mit Chloroguin und Cisplatin bringt

keine zusatzliche Proliferationshemmung gegeniber der Behandlung aus Chloroguin und

Cisplatin in Schleimhautmelanomen

Zur Untersuchung, inwieweit eine Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibition mit
Hemmung des PUMA spezifischen Proteinabbaus und p53 Induktion durch Cisplatin in
Schleimhautmelanomen Apoptose einleitet, erfolgte zunadchst die Transfektion mit miRNA
Inhibitoren. Zusatzlich wurden die transfizierten Zellen mit Chloroquin und Cisplatin in
physiologischen Konzentrationen behandelt. AnschlieRend wurde in Proliferationskurven das
Wachstum der Zellen dargestellt.

TU-MM 3 reagiert mit einer Proliferationshemmung bei Behandlung mit Cisplatin und
Chloroquin. Der wachstumshemmende Effekt wird durch zuséatzliche Inhibition der miRNA-221
und -222 nicht verstarkt. Bei TU-MM 4 haben weder die Behandlung mit Chloroquin und
Cisplatin, noch die zusatzliche miRNA Inhibition einen Effekt auf das Wachstum (siehe Abb. 12
A). In TU-MM 1 zeigt die Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibition, Chloroquin und
Cisplatin verglichen mit der unbehandelten Kontrolle eine deutliche Proliferationshemmung.
Vergleichend mit der Behandlung aus Chloroquin und Cisplatin ohne miRNA Inhibition zeigt sich
ein Unterschied im Wachstumsverhalten. Die zusatzliche miRNA Inhibition bringt einen
additiven proliferationshemmenden Effekt (siehe Abb. 12 B). Verglichen mit der alleinigen
miRNA Inhibition bringt die Kombinationsbehandlung mit zusatzlicher Chloroquin und Cisplatin

Gabe eine weitere Steigerung der Proliferationshemmung. (siehe Abb. 12 C).
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Abbildung 12: Die Inhibition der miRNA-221 und 222 mit gleichzeitiger Behandlung mit Chloroquin und
Cisplatin zeigt eine proliferationshemmende Wirkung in Schleimhautmelanomen

A), B), C): Fiir die Untersuchung der Wirkung einer Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das Uberleben der
Zellen wurden Schleihautmelanome mit mirVana™ miRNA Inhibitor transfiziert (a) und zusatzlich mit 2,5 pM
Chloroquin und 8 uM Cisplatin (a+CQ+Cis) behandelt. Als Kontrolle dienten mit einer Negativkontrolle
transfizierte und mit 2,5 uM Chloroquin und 8 puM behandelte Zellen (NK+CQ+Cis), sowie nur mit 2,5 uM
Chloroquin und 8 uM Cisplatin behandelte (CQ+Cis) und unbehandelte Zellen (-). Fiir die Proliferationskurven
wurden 4.000 unbehandelte bzw. bereits transfizierte Zellen pro Well einer 96-Well Platte ausgesat. An Tag 0
wurden die Zellen mit Chloroquin und Cisplatin behandelt und zu diesem Zeitpunkt, sowie auch nach 24h, 48h,
72h und 96h nach Durchfiihren eines MTT-Assays die Extinktion bei 595nm gemessen. Dargestellt ist die
Extinktion, ermittelt aus der Extinktion einer Zweifachbestimmung, sowie die Standardabweichung als
Fehlerbalken. Die wiederholte Darstellung von NHEM und LN-229 (siehe Abb. 6) dient dem Vergleich.
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6. Diskussion

6.1 Chloroquin  verlangsamt das Wachstum von kutanen Melanomen und

Schleimhautmelanomen

Neben seiner Bedeutung als klassischer Wirkstoff aus der Gruppe der Malariamittel wirkt
Chloroquin zudem antiparasitar und entziindungshemmend. Durch seine alkalisierende
Wirkung in den Lysosomen der Zellen hemmt es die Autophagie (Sundelin & Terman, 2002).
Autophagie ist ein regulierter Prozess, welcher Uber den Abbau zelleigener beschadigter
Organelle iber saure Hydrolyse das Uberleben der Zelle sichert (B. Levine & Kroemer, 2008). In
unterschiedlichen Tumorarten kann eine Fehlregulation der Autophagie zu einem verstarkten
Tumorzelliiberleben trotz ungiinstigen Uberlebensbedingungen fiihren (Baehrecke, 2005;
White, 2012).

p53 ist bekannt als Tumorsuppressor, welcher das Wachstum mutierter oder beschadigter
Zellen hemmt und so eine Tumorentstehung verhindert (A. J. Levine, 1997; Prives & Hall, 1999),
indem es einen Zellzyklusarrest herbeifihrt und die Apoptose induziert (Bates & Vousden,
1999). Aktiviert wird der p53-Signalweg durch unterschiedlichste Stimuli wie DNA-Schaden,
Hypoxie oder durch den Verlust von Zell-Zell-Kontakten (Lohrum & Vousden, 1999). Es konnte
gezeigt werden, dass nach p53-Aktivierung eine rasche PUMA-Induktion stattfindet (Nakano &
Vousden, 2001). Uber die Aktivitat von PUMA, welche durch Transkription gesteuert wird, wird
anndhernd die gesamte pro-apoptotische Wirkung von p53 vermittelt (Yu & Zhang, 2008). Die
pro-apoptotische Aktivitdt von PUMA beruht zum einen auf der Bindung der BH3-Doméne von
PUMA an anti-apoptotische Proteine der BCL-2-Familie und deren Antagonisierung. Zum
anderen wird auch eine direkte Freisetzung der pro-apoptotischen Proteine BAX und BAK durch
PUMA beschrieben (Vela et al., 2013; Westphal et al.,, 2011; Yu & Zhang, 2008). Unter
physiologischen Bedingungen ist die PUMA Expression gering, jedoch kann sie rasch durch
unterschiedliche Induktoren wie p53 angehoben werden und so eine Apoptose induziert
werden (Fricker et al., 2010). Aufgrund seiner hohen Potenz als Apoptose Induktor unterliegt
Aktivitdat von PUMA strengen Kontrollmechanismen.

In unseren Vorarbeiten zur p53 Integritdt in Schleimhautmelanomen und kutanen Melanomen
konnten eine sehr geringe bzw. nicht induzierbare Proteinexpression von PUMA sowie ein

rascher PUMA mRNA Abbau detektiert werden.
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Lakhter et. al. zeigten, dass der Abbau von PUMA in Melanomen (SK-MEL23, MEL501, MELSKS,
MEL526 und MEL624) spezifisch durch Chloroquin in Konzentrationen von 25 und 50uM
gehemmt werden kann. Dabei scheint die Inhibition des PUMA Proteinabbaus vielmehr
Chloroquin- als Autophagie-spezifisch zu sein (Lakhter et al., 2013). So konnte durch die
Stabilisation der PUMA Konzentrationen in den Zellen eine Apoptose fordernde Wirkung
herbeigefihrt werden (Lakhter et al., 2013). Dieser Effekt wurde jedoch durch den Einsatz von
Chloroquin Konzentrationen, welche weit tber der physiologischen bzw. therapeutischen Dosis
liegen, erzielt. Es ist fraglich, in wieweit eine Hemmung des PUMA Proteinabbaus durch
niedrige Konzentrationen erzielt werden kann und, ob dieser Effekt alleinig ausreicht, um
Apoptose zu induzieren. Vielmehr ergibt sich die Frage, ob es neben der Hemmung des
Proteinabbaus zur Induktion von Apoptose eines weiteren Stimulus zur Induktion des Apoptose
Signalweges mit Transkription bzw. Translation von PUMA bedarf. Fritsche detektierte eine
deutlich hohere Expression der miR-221 und miR-222 in Schleimhautmelanomen gegeniber
kutanen Melanomen und wies nach Inhibition der miRNA miR-221 und miR-222 eine leichte
Induktion der PUMA Expression nach (Marie Kristin Fritsche, 2019). Einen vielversprechenden
Ansatzpunkt zur Erhéhung der PUMA Proteinspiegel in kutanen Melanomen und
Schleimhautmelanomen stellt somit die Hemmung des Abbaus der PUMA mRNA dar.

Bei den in dieser Arbeit untersuchten kutanen Melanomen und Schleimhautmelanomen zeigt
Chloroquin mit steigender Konzentration einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation der
Zellen. Es zeigen jedoch Schleimhautmelanome im Vergleich zu kutanen Melanomen ein
geringeres Ansprechen auf Chloroquin. TU-MM 1 reagiert, verglichen mit TU-MM 3 und 4,
deutlich sensibler. Dennoch zeigen auch mit 50uM Chloroquin behandelte kutane Melanome
sowie auch Schleimhautmelanome weiterhin ein Uberleben. Zugleich reagieren sie deutlich
weniger sensibel auf die Behandlung mit Chloroquin als NHEM.

Auf Grundlage der von Mzayek et. al untersuchten Blutplasmakonzentrationen von Chloroquin
nach Gabe der fir die Behandlung der Malaria therapeutischen Dosis (Mzayek et al., 2007)
wurde eine mittlere Chloroquin Konzentration von 2,5uM als physiologische Konzentration
gewahlt. Diese soll mdglichst die Nebenwirkungen des Medikaments, wie unter anderem die
sogenannte Chloroquin Retinopathie, welche bis zur Erblindung fihren kann, vermeiden.
Zunachst beklagen betroffene Patient*innen Stérungen im Farbsehen, weiterhin
Gesichtsfeldausfalle, eine Verminderung des Visus bis hin zur SchielRscheiben Makulopathie

(MiRner, 2004). Zudem kdnnen weitere schwerwiegende Nebenwirkungen einer Therapie mit
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Chloroquin auftreten. So weisen aktuelle Untersuchungen auf eine schwerwiegende
Nephrotoxizitat hin, welche mit glomerularer Sklerosierung und Tubuluszellnekrose einhergeht
(Wang et al., 2019). Der bei hohen Konzentration von bis zu 50uM Chloroquin gemessene
proliferationshemmende Effekt auf kutane Melanome und Schleimhautmelanome geht mit
einer hohen Gefahr fir Nebenwirkungen einher. Eine Therapie mit ebenjenen hohen
Blutplasmakonzentrationen von Chloroquin ist klinisch aufgrund der begleitend auftretenden
schwerwiegenden Nebenwirkungen nicht sinnvoll.

Eine Behandlung mit der physiologischen Chloroquin-Konzentration bringt uneinheitliche
Effekte in den untersuchten Zellen hervor. In den kutanen Melanom Zelllinien IGR-37 und SK-
MEL 30 zeigen die mit Chloroquin behandelten Zellen ein verlangsamtes Wachstum. Auch die
mit Chloroquin behandelten Zellen der Primarkultur TU-MM 3 zeigen ein gehemmtes
Wachstum.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass auf die in dieser Arbeit untersuchten kutanen
Melanome und Schleimhautmelanome Chloroquin einen proliferationshemmenden Einfluss
hat. Schleimhautmelanome zeigen im Vergleich zu kutanen Melanomen ein geringeres
Ansprechen auf Chloroquin. Der bei hohen Konzentrationen von bis zu 50uM Chloroquin
gemessene Effekt geht jedoch mit einer hohen Gefahr fir Nebenwirkungen einher. Eine
Therapie von Tumorpatienten mit ebenjenen hohen Blutplasmakonzentrationen von
Chloroquin ist klinisch aufgrund der begleitend auftretenden schwerwiegenden
Nebenwirkungen nicht praktikabel. Das allgemeine Ziel einer kurativen Chemotherapie stellt
der Erhalt einer vollstandigen Remission des Tumors und die Verhinderung eines Rezidivs dar
(Neugut & Prigerson, 2017). Die alleinige Proliferationshemmung von Tumorzellen reicht
demnach zudem nicht aus, um als wirksame kurative Tumortherapie bezeichnet werden zu
kénnen. Es bedarf neben der Hemmung des PUMA Proteinabbaus durch Chloroquin
moglicherweise wie bereits beschrieben der zusatzlichen Hemmung des PUMA Abbaus auf

MRNA Ebene und einer weiteren Induktion des Signalweges zur Induktion der Apoptose.
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6.2 Proliferationshemmung durch Cisplatin in Chloroquin-behandelten

Schleimhautmelanomen

Es konnte gezeigt werden, dass Chloroquin in Schleimhautmelanomen den PUMA
Proteinabbau inhibieren und das Wachstum von Schleimhautmelanomen hemmen kann. Fur
eine effektive Behandlung von Tumorpatient*innen reicht die alleinige Wachstumshemmung
der malignen Zellen nicht aus. Es bedarf neben der Hemmung des PUMA Proteinabbaus durch
Chloroquin moglicherweise der zusatzlichen Induktion des p53 Signalweges zur Einleitung der
Apoptose. Wahrend TP53 Mutationen in verschiedenen Tumorentitdten haufig sind, kommen
diese in kutanen Melanomen und Schleimhautmelanomen selten vor (Gwosdz et al., 2006).
Basierend auf Analysen der maximalen Blutplasmakonzentration von Cisplatin bei tadglicher
Gabe (Urien & Lokiec, 2004) wurden die Konzentration von 8uM Cisplatin als physiologische
Cisplatin Konzentration festgelegt. In Voruntersuchungen gelang der Nachweis eines
grundsatzlich  induzierbaren Apoptose Signalweges in kutanen Melanomen und
Schleimhautmelanomen, wobei eine Behandlung mit der physiologischen Cisplatin
Konzentration keine Induktion von Apoptose erreichen konnte (Marie Kristin Fritsche, 2019).
In allen untersuchten kutanen Melanom Zelllinien fihrt die Behandlung mit Cisplatin zur
Wachstumshemmung. In den Zelllinien MEL-JUSO, IGR-37 und SK-MEL 30, auf deren Wachstum
Chloroquin eine proliferationshemmende Wirkung hat, zeigt die Kombinationsbehandlung aus
Cisplatin und Chloroquin verglichen mit der alleinigen Cisplatin Behandlung eine starkere
wachstumshemmende Wirkung. Insgesamt fallt auf, dass die proliferationshemmende Wirkung
von Cisplatin allein stets deutlicher ausgepragt ist als die Wachstumshemmung, welche durch
Chloroquin erreicht werden kann. Es zeigt sich allerdings kein Abfall der Zellzahl unter das
anfangliche Niveau, lediglich eine im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe
verlangsamte Zunahme der Zellzahl. Diese Beobachtung kann nicht, wie erhofft, durch die
Induktion von Apoptose erklart werden, sondern vielmehr durch eine Verlangsamung des
Zellzyklus.

Bezlglich ihrer Sensitivitat gegenlber Cisplatin zeigt sich in Schleimhautmelanomen nur bei
TU-MM 3 ein gehemmtes Wachstum nach Behandlung. Die Kombinationsbehandlung aus
Chloroquin und Cisplatin hat keinen zusatzlichen Effekt gegentber der alleinigen Cisplatin
Behandlung. Dieses geringe Ansprechen von Schleimhautmelanomen auf Cisplatin verdeutlicht

die Dringlichkeit der Entwicklung neuer zielgerichteter Therapieansatze. Bisher orientieren sich
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die Therapieempfehlungen fir Schleimhautmelanome an den Standards der Melanom
Therapie. Da diese fur Schleimhautmelanome jedoch deutlich weniger effektiv ist, ist es umso
sinnvoller, eine systemische Therapie fir Schleimhautmelanome zu etablieren, beispielsweise
mit miRNA Inhibitoren, Chloroquin bzw. Kombinationsbehandlungen.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen auf einen proliferationshemmenden Effekt von Cisplatin
auf kutane Melanome hin, wobei eine Kombinationsbehandlung aus Chloroquin und Cisplatin
einen synergistisch wirkenden Effekt mit starkerer Proliferationshemmung zeigt. Der
beobachtete Effekt ist jedoch nicht als Induktion von Apoptose, sondern als Verlangsamung des
Zellzyklus mit verlangsamter Proliferation zu deuten. Das in den Versuchen aufgezeigte geringe
Ansprechen von Schleimhautmelanomen auf Cisplatin verdeutlicht die Dringlichkeit der

Entwicklung neuer zielgerichteter Therapieansatze.

6.3 Chloroguin nimmt Einfluss auf den PUMA Proteinabbau in Schleimhautmelanomen

Chloroquin hat als klassischer Wirkstoff aus der Gruppe der Anti-Malariamittel mit
antiparasitarer und entziindungshemmender Wirkung auch zudem eine alkalisierende Wirkung
in den Lysosomen der Zellen. Dadurch wirkt es hemmend auf die Autophagie (Sundelin &
Terman, 2002).

Untersuchungen haben gezeigt, dass der Abbau von PUMA in kutanen Melanomen spezifisch
durch Chloroquin gehemmt werden kann (Lakhter et al., 2013). Die Wirkung von Chloroquin
auf die PUMA Proteinexpression in Schleimhautmelanomen wurde bislang nicht untersucht.
Bafilomycin wirkt ebenfalls als Inhibitor der Autophagie, indem es die V-Typ ATPase der
Autophagosomen Membran inhibiert. Auf diese Weise wird die Verschmelzung von
Autophagosom und Lysosom verhindert, was sich in einer Stabilisierung des Autophagie-
Markers Lc3 Il darstellen lasst (Mauvezin & Neufeld, 2015).

In TU-MM 1 zeigen die mit Chloroquin behandelten Zellen deutlich erhéhte PUMA Spiegel ohne
gleichzeitige p53 Induktion. Diese p53 unabhangige Erhohung der PUMA Proteinexpression
gelingt durch Chloroquin, nicht jedoch durch Bafilomycin. Durch die Behandlung mit
Bafilomycin gelingt keine PUMA Stabilisierung. Ahnliches kann bei TU-MM 3 beobachtet
werden. Bei hohen Chloroquin Konzentrationen ist keine p53 Induktion sichtbar, wohingegen

sich eine leicht erhdhte PUMA Proteinexpression nachweisen lasst. Anders verhalten sich Zellen
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der Zelllinie TU-MM 4. Hier bringt weder Chloroquin noch Bafilomycin eine Auswirkung auf die
PUMA Proteinlevel. In allen untersuchten Zellen zeigt sich sowohl bei Behandlung mit
Chloroquin, als auch mit Bafilomycin eine Stabilisierung des Autophagie Inhibitors LC3 II.
Allgemein wird die Phosphatidylethanolamin-Konjugation von LC3-I zu LC3-Il zur
Quantifizierung von Autophagie genutzt (Klionsky et al.,, 2008). Die Hemmung der
Verschmelzung von Autophagosom und Lysosom zeigt sich durch eine Stabilisierung des
Autophagie-Markers Lc3 Il (Mauvezin & Neufeld, 2015). So kann von einer erfolgreichen
Hemmung der Autophagie ausgegangen werden. Die Behandlung mit Bafilomycin als
Autophagie Inhibitor beeinflusst die PUMA Proteinexpression in Schleimhautmelanomen nicht.
Diese Ergebnisse stitzen den Verdacht auf einen bislang unbekannten Mechanismus, durch
welchen der PUMA Proteinabbau in Schleimhautmelanomen Chloroquin spezifisch und
Autophagie unabhangig inhibiert werden kann (Lakhter et al., 2013). Durch die Verwendung
hoher Dosen Chloroquin kann eine Stabilisierung der PUMA Protein Level in
Schleimhautmelanomen gezeigt werden.

COLO-849 zeigt als einzige kutane Melanom Zelllinie nach Behandlung mit Chloroquin eine
Erhohung der PUMA Proteinexpression ohne gleichzeitig erhdhte p53 Expression.

In MEL-JUSO, COLO-849 und SK-MEL 3, sowie in LN-229 gelingt der Nachweis einer erhohten
p53 Proteinexpression nach Behandlung mit Etoposid, jedoch ohne konsekutiv erhohte PUMA
Proteinexpression. Durch Chloroquin konnte keine Stabilisierung der PUMA Proteinlevel
erreicht werden, was im Widerspruch zu den von Lakther et al. ermittelten Ergebnissen steht.
Es wurden allerdings nicht die gleichen Zelllinien untersucht, wobei sich wie in COLO-849
beschrieben auch durchaus eine Stabilisierung der PUMA Proteinexpression in kutanen
Melanomen durch Chloroquin erreichen lasst. Hier scheint neben der intertumoralen
Heterogenitdt von Tumoren unterschiedlicher Patienten auch eine intratumorale
Heterogenitdt eine Rolle zu spielen. Diese bezeichnet unterschiedliche Differenzierungen
innerhalb eines einzelnen Tumors, wie sie beispielsweise fir Glioblastome beschrieben wurde
(Bergmann et al., 2020).

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass der PUMA Proteinabbau in
Schleimhautmelanomen inhibiert werden kann. Zudem wird der Verdacht auf einen bislang
unbekannten Mechanismus, durch welchen der PUMA  Proteinabbau in
Schleimhautmelanomen Chloroquin spezifisch und Autophagie unabhangig gehemmt werden

kann, gestitzt. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass es neben der Hemmung des PUMA
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Proteinabbaus durch Chloroquin mdglicherweise einer zusatzlichen Inhibierung des PUMA
Abbaus auf mRNA Ebene und einer weiteren Induktion des Signalweges zur Induktion einer
suffizienten Apoptose auf dem Weg zur Etablierung wirksamer Therapiestrategien zur
Behandlung von Schleimhautmelanomen bedarf.

Kutane Melanome reagieren uneinheitlich auf eine Behandlung mit Chloroquin. In den
untersuchten Zelllinien konnte mehrheitlich keine Hemmung des PUMA Proteinabbaus
nachgewiesen werden. Es kann hierbei unter Bertcksichtigung der Ergebnisse von Lakther et
al. neben der intertumoralen Heterogenitdt von Tumoren auch eine intratumorale

Heterogenitat von Bedeutung sein.

6.4 miRNA-221 und -222 nehmen Einfluss auf die Regulation von PUMA in

Schleimhautmelanomen

miRNAs regulieren die Expression unterschiedlichster Zielgene durch sequenzspezifische
Hybridisierung an der 3-UTR von messenger-RNA (Lai, 2002). Es gibt Hinweise darauf, dass
mMiRNAs auch Bindungen an der 5-UTR, mit DNA-Abschnitten oder mit Exonen eingehen
kédnnen (Small et al., 2010) und durch die Bindung die Translation ebenjener messenger-RNA
blockieren (Zeng et al., 2002) oder ihren direkten Abbau bewirken (Meijer et al., 2013). Auf
diese Weise wird eine Inhibition der Proteinexpression erreicht und den miRNAs eine
beachtliche Funktion bei der Regulation unterschiedlichster biologischer Prozesse wie
Signaltransduktion, Wachstum und Zellzyklus zugesprochen. Dabei sollen miRNAs an der
Regulation von bis zu 30% der menschlichen Gene beteiligt sein (Lewis et al., 2005).

MIRNA-15 und -16 sind die ersten miRNAs, deren Expression in einem Tumor als fehlreguliert
beschrieben wurde. lhre Expression ist in chronisch lymphatischen Leukdmien vom B-Zell-Typ
heruntergesetzt (Calin et al., 2002). Eine gestorte miRNA Expression in Tumorzellen scheint
eher die Regel statt einer Ausnahme zu sein, wobei die Storungen auf unterschiedliche
Mechanismen zuriickgefiihrt werden kdnnen. Es kommt in verschiedenen Tumorarten zu einer
Uber- oder Unterexpression von miRNAs. Vermehrt exprimierte miRNAs kénnen im Falle einer
Beteiligung bei der Tumorentstehung auch Tumorsuppressoren inhibieren und in diesem Sinne
als Onkogene, sog. ,,Oncomirs”, betrachtet werden (Lu et al., 2005). Es sind verschiedene

miRNAs bekannt, deren Uber- oder Unterexpression einen Einfluss auf die Proliferation kutaner
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Melanome hat (Segura et al., 2012). Als Inhibitoren der Tumorinvasion und Metastasierung
kutaner Melanome konnten beispielsweise miRNA-382 und miRNA-516b ermittelt werden
(Hanniford et al., 2015). Studien beschreiben einen Zusammenhang von miRNA-221 und -222
mit der Regulation der PUMA Expression in verschiedenen malignen Tumoren (Sarkar et al.,
2013; C. Z. Zhang et al., 2010).

In Melanomen weisen diese eine erhdhte Expression auf (Felicetti et al., 2008) und stellen
moglicherweise einen neuen Angriffspunkt flar eine zielgerichtete Therapie dar.
Untersuchungen zur Expression der miRNA-221 und -222 in Schleimhautmelanomen zeigen
eine deutlich erhohte Expression im Vergleich zu kutanen Melanomen, wobei MEL-JUSO unter
den kutanen Melanomen eine Sonderstellung mit einer vergleichsweise hohen Expression von
MiRNA-221 und -222 aufweist (Marie Kristin Fritsche, 2019). Diese deutlich erh6hte Expression
kdnnte die fehlende Induzierbarkeit von PUMA in Schleimhautmelanomen und das schlechte
Ansprechen auf klassische Chemotherapeutika erkldren. Darlber hinaus ist ein Einfluss auf
weitere unbekannte Signalwege denkbar. Denn da zur Wirkungsentfaltung von miRNAs keine
zu ihrer Zielstruktur genau passende komplementdare Basensequenz notig ist, kann eine
einzelne miRNA fir die Regulation mehrerer messenger-RNAs verantwortlich sein (Christopher
et al.,, 2016). So scheint ein Einfluss auf weitere bisher unbekannte Signalwege mit ihren
Zielgenen durchaus moglich.

Die fur PUMA kodierende mRNA wurde in der Literatur als Zielstruktur der miRNA-221 und
mMiRNA-222 beschrieben (C. Zhang et al., 2010). Zudem wurde eine erhohte Expression dieser
mMiRNAs im malignen Melanom beschrieben (Felicetti et al., 2008). Die Expression eben dieser
in MEL-JUSO scheint vergleichbar mit jener der Glioblastom Zelllinie LN-229. NHEM, COLO-849,
IGR-37, SK-MEL 3 und SK-MEL 30 weisen eine vergleichsweise niedrige miRNA-221 und -222
Expression auf (Marie Kristin Fritsche, 2019). Untersuchungen von Schleimhautmelanomen
zeigen eine deutlich erhdhte Expression der miRNA-221 und -222 in TU-MM1, TU-MM3 und
TU-MM4 (Marie Kristin Fritsche, 2019). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der PUMA
Proteinabbau in Schleimhautmelanomen durch Chloroquin inhibiert werden kann. Dieser
Effekt scheint jedoch flr die Induktion einer suffizienten Apoptose und damit als wirksame
kurative Tumortherapie nicht ausreichend zu sein. Zur Uberprifung inwiefern der miRNA und
der Chloroquin vermittelte PUMA Abbau zusammenspielen, wurde die PUMA

Proteinexpression bei miRNA Inhibition und gleichzeitiger Behandlung mit Chloroquin im
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Western Blot untersucht und ein zusatzlicher, Apoptose induzierender Stimulus mit Cisplatin
gesetzt.

In MEL-JUSO als einziger kutaner Melanom Zelllinie bewirken die Behandlungen mit miRNA
Inhibitoren und Chloroquin eine erhéhte PUMA Proteinexpression mit p53 Induktion und
starkere PUMA Proteinexpression durch Addition von Cisplatin. COLO-849 reagiert auf eine
Inhibition der miRNA, sowie auf Chloroquin mit einem Anstieg der PUMA Expression.

In Schleimhautmelanomen ist eine Steigerung der PUMA Proteinexpression durch miRNA
Inhibition und Chloroquin zu beobachten. TU-MM 1 reagiert auf die Inhibition der miRNA mit
einem Anstieg der PUMA Expression. Bei zusatzlicher Behandlung der transfizierten Zellen mit
Chloroquin reagieren diese mit einer gesteigerten PUMA Expression. Es bleibt jedoch der
erhoffte additive Effekt bei zusatzlicher Behandlung mit Cisplatin auf die PUMA
Proteinexpression aus. In TU-MM 3 jedoch flhrt die dreifache Kombinationsbehandlung,
verglichen mit der miRNA Inhibition und Chloroquin, zu einer gesteigerten PUMA
Proteinexpression. TU-MM 4 zeigt weder nach alleiniger miRNA Inhibition noch bei
Kombinationsbehandlung erhéhte PUMA Proteinexpression. Passend hierzu hatte auch die
alleinige Behandlung mit Chloroquin keine Auswirkung auf die PUMA Proteinlevel. Es zeigen
sich demnach uneinheitliche Ergebnisse innerhalb der untersuchten Primarkulturen, was
wiederum auf eine ausgepragte Heterogenitdt innerhalb der Gruppe der
Schleimhautmelanome zurickzufihren sein kann.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen nach mRNA Inhibition eine Stabilisierung der PUMA
Proteinlevel in der Zelllinie MEL-JUSO, in welcher in Voruntersuchungen erhdhte miRNA-221
und -222 Spiegel detektiert worden waren (Marie Kristin Fritsche, 2019). In ebenjener Zelllinie
kann der PUMA Proteinabbau Chloroquin spezifisch gehemmt werden, zudem erfolgt durch
Cisplatin eine Induktion von p53 und PUMA. Auch in COLO-849 steigt die PUMA Expression
nach miRNA Inhibition und Chloroquin Behandlung an, wobei hier vorherige Ergebnisse eine
vergleichsweise niedrige miRNA-221 und -222 Expression gezeigt hatten (Marie Kristin Fritsche,
2019).

Auch in den untersuchten Schleimhautmelanomen konnte bereits eine erh6hte Expression der
MiRNA-221 und -222 gemessen werden (Marie Kristin Fritsche, 2019). In den durchgefiihrten
Versuchen bestatigte sich die prinzipielle Induzierbarkeit einer gesteigerten PUMA
Proteinexpression durch miRNA Inhibition und Chloroquin, jedoch legt das teilweise

uneinheitliche Verhalten der Schleimhautmelanome weitere bislang unbekannte zelluldre
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Mechanismen im Rahmen einer ausgepragten Heterogenitat innerhalb der Gruppe der

Schleimhautmelanome dar.

6.5 Die Inhibition von miRNA-221 und -222 fihrt zur Wachstumsverlangsamung von

Schleimhautmelanomen

Es wird von einer Akkumulation von p53 zwischen 50-94% in kutanen Melanomen und 21-80%
in Schleimhautmelanomen berichtet (M. K. Fritsche & Knopf, 2017), sodass theoretisch eine
alleinige Inhibition der miRNA-221 und miRNA-222 ausreichen koénnte, um PUMA zu
stabilisieren und Apoptose einzuleiten. Jedoch gibt es Gegenregulationsmdglichkeiten fiir den
p53 Signalweg, wie beispielsweise durch anti-apoptotische Proteine der BCL-2 Familie (Youle &
Strasser, 2008), welche im Malignen Melanom eine wichtige Rolle bei der Inhibition der
Apoptose zu spielen scheinen (Eberle & Hossini, 2008). Die anti- und pro-apoptotischen
Proteine der Bcl-2 Familie stellen einen essenziellen Faktor in der Regulation der Apoptose dar
(Gross, McDonnell, & Korsmeyer, 1999). Eine Uber das physiologische Mal} hinausgehenden
Wirkung anti-apoptotisch wirkender Proteine der Bcl-2 Familie scheint eine wichtige Rolle in
der verminderten Induzierbarkeit von Apoptose in Melanomen zu spielen (Eberle & Hossini,
2008). Die zu jener Gruppe gehorenden Proteine Bcl-2, Bel-xL und Mcl-1 zeigen in Melanomen,
verglichen mit reguldren Melanozyten, eine erhohte Expression (Hossini, Eberle, Fecker,
Orfanos, & Geilen, 2003; Selzer et al., 1998; Wolter et al., 2007). Zudem ist eine Zunahme des
Proteingehaltes von Bcl-2 und Bcl-xL mit steigender Tumorprogression beschrieben (Leiter,
Schmid, Kaskel, Peter, & Krahn, 2000). Eine Uberexpression von Bcl-2 scheint in engem
Zusammenhang mit einer reduzierten basalen Apoptose Rate und einer verminderten
Empfindlichkeit von Melanomen gegentber Apoptose induzierender Stimuli zu stehen
(Kurbanov, Geilen, Fecker, Orfanos, & Eberle, 2005; Raisova et al., 2002).

PUMA vermittelt seine pro-apoptotische Funktion durch die Bindung und Inhibierung der anti-
apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie und entfaltet somit als indirekter Aktivator der pro-
apoptotischen Proteine BAX und BAK seine Apoptose fordernde Wirkung (Yu & Zhang, 2008).
Durch einen zusatzlichen p53 und somit PUMA induzierenden Stimulus soll durch eine

vermehrte Induktion von PUMA und seiner eben beschriebenen Wirkung auf die anti-
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apoptotischen Proteine eine weitere Steigerung der Apoptose erreicht werden. Hierflr wird
Cisplatin als p53 Induktor gewahlt.

Bei der Untersuchung der Wirkung der Inhibition der miRNA-221 und -222 auf das
Proliferationsverhalten in kutanen Melanomen zeigen sich in COLO-849, IGR-37, SK-MEL 3 und
SK-MEL 30 kein Einfluss der Inhibition auf das Zellwachstum. Die Kombinationsbehandlung aus
miRNA Inhibition, Chloroquin und Cisplatin erbringt eine deutliche Proliferationshemmung,
wobei sich im Vergleich zu der Behandlung aus Chloroquin und Cisplatin ohne miRNA Inhibition
kein Unterschied ebenjener Kombinationsbehandlung im Wachstumsverhalten zeigt. Die
zusatzliche miRNA Inhibition bringt demnach keinen additiven proliferationshemmenden Effekt
und keinen Vorteil gegenlber der Cisplatin und Chloroquin Behandlung. MEL-JUSO reagiert als
einzige kutane Melanom Zelllinie mit einer Inhibition des Wachstums nach miRNA Inhibition.
Da hier in Voruntersuchungen eine vergleichsweise hohe miRNA-221 und -222 Expression
detektiert worden war, ist der wachstumshemmende Effekt auf eine Inhibition ebenjener
zurlckzufiihren. Der wachstumshemmende Effekt einer Behandlung mit Cisplatin und
Chloroquin wird durch die zusatzliche Inhibition der miRNA-221 und -222 verstarkt.

In den untersuchten Schleimhautmelanom Zellen lasst sich keine einheitliche Reaktion
beobachten. Wahrend TU-MM 1 und TU-MM 3 durch eine miRNA Inhibition in ihrem
Wachstum gehemmt werden, reagiert TU-MM 4 nicht auf die Behandlung. In TU-MM 1 zeigt
die Kombinationsbehandlung aus miRNA Inhibition, Chloroquin und Cisplatin verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle eine deutliche Proliferationshemmung. Vergleichend mit der
Behandlung aus Chloroquin und Cisplatin ohne miRNA Inhibition zeigt sich ein Unterschied im
Wachstumsverhalten. Die zusatzliche miRNA Inhibition bringt einen additiven
proliferationshemmenden Effekt. TU-MM 3 reagiert mit einer Proliferationshemmung bei
Behandlung mit Cisplatin und Chloroquin. Der wachstumshemmende Effekt wird durch
zusatzliche Inhibition der miRNA-221 und -222 jedoch nicht verstarkt. Bei TU-MM 4 haben
weder die Behandlung mit Chloroquin und Cisplatin, noch die zusatzliche miRNA Inhibition
einen Effekt auf das Wachstum.

Die Untersuchungen zur PUMA Proteinexpression zeigen eine Steigerung ebenjener durch
MiRNA Inhibition und Chloroquin. So zeigt TU-MM 1 eine erhohte PUMA Expression nach
MiRNA Inhibition und Chloroquin Behandlung. In TU-MM 3 fihrt die dreifache
Kombinationsbehandlung zu einer deutlich gesteigerten PUMA Proteinexpression. TU-MM 4,

wo weder die Behandlung mit Chloroquin und Cisplatin, noch die zuséatzliche miRNA Inhibition
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einen Effekt auf das Wachstum haben, zeigt weder nach alleiniger miRNA Inhibition, noch bei
Kombinationsbehandlung erhéhte PUMA Proteinexpression.

Die beobachteten Ergebnisse lassen rickschlieRen, dass nicht alle Zellen nach vermehrter
PUMA Expression die sofortige Apoptose einleiten, was auf einen Mechanismus hinweist, der
das hohe pro-apoptotische Potential von PUMA hemmt. Dies konnte durch einen Apoptose
Nachweis festgestellt werden. Es gibt Hinweise darauf, dass PUMA einer post-translationalen
Modifikation unterliegt, welche Uber Phosphorylierung von Serin 10 eine Degradierung von
PUMA erreicht und ein Zelliberleben ermdoglicht (Fricker et al., 2010). ZNF509L und seine -S1
Isoform sind Proteine, welche bei einem DNA Schaden von p53 induziert werden. Diese
aktivieren p21/CDKN1A und fuhren zur vermehrten RB Transkription, wodurch sie hemmend
auf die Proliferation der Zelle wirken. Zuséatzlich gibt es Hinweise darauf, dass die p53
getriggerte Aktvierung von PUMA durch ZNF509S1 gehemmt und somit die Einleitung von
Apoptose verhindert werden kann (Jeon et al., 2017).

In der Entstehung des malignen Melanoms sind auch aktivierende Mutationen in Onkogenen
zu bericksichtigen. Die haufigste Mutation findet sich im Onkogen BRAF, welche bei ca. 50%
aller primaren malignen Melanome nachweisbar ist (Goel et al., 2006). Obwohl die hoch
spezifischen BRAF Inhibitoren (PLX4032, Vemurafenib) erfolgreich Apoptose in mutierten
Zellen einleiten koénnen, sind bislang die molekularen Mechanismen noch nicht vollstandig
verstanden. Rohrbeck et al. zeigen, dass eine durch PLX4032 induzierte Apoptose in malignen
Melanomen groftenteils PUMA vermittelt stattfindet. Obwohl das anfangliche Ansprechen auf
die Therapie sehr hoch ist, stellt sich im klinischen Verlauf die Wirkung im Sinne einer
Resistenzentwicklung ein (Rohrbeck et al., 2016). Hierbei scheint die Aktivierung der Rezeptor
Tyrosinkinase cMET durch HGF (hepatocyte growth factor), der von den Tumorzellen selbst
exprimiert werden kann, eine wichtige Rolle zu spielen. Studien zeigen, dass in BRAF mutierten
Melanomen HGF eine Herabregulation von PUMA bewirkt, bzw. dessen Induktion verhindert
und den Tumorzellen somit ein Uberleben ermdglicht (Rohrbeck et al., 2016).

Dennoch bleibt die Frage bestehen, wie genau die Induktion von PUMA durch HGF inhibiert
werden kann, was wiederum auf eine post-translationale Modifikation mit Phosphorylierung
und Degradierung von PUMA hinweist (Fricker et al., 2010).

Zusammenfassend reagiert passend zu den bisher erhobenen Daten MEL-JUSO als einzige
kutane Melanom Zelllinie mit einer Inhibition des Wachstums nach miRNA-221 und -222

Inhibition. In Schleimhautmelanomen ist durch miRNA Inhibition und Chloroquin Behandlung
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eine Stabilisierung der PUMA Proteinexpression detektierbar, ebenso zeigt sich eine
Proliferationshemmung.  Die  durchgefiihrten  Versuche zur  Untersuchung des
Proliferationsverhaltens der Zellen legen jedoch nahe, dass trotz der grundsatzlich
induzierbaren PUMA Expression, nicht die sofortige Einleitung von Apoptose erfolgt. Denkbar
ursachlich hierfir sind beschriebene PUMA inaktivierende Mechanismen durch HGF
vermittelte PUMA Herabregulation, sowie auch posttranslationale Modifikation und

Degradierung von PUMA.

6.6 Zusammenfassung

Das maligne Melanom geht von Melanozyten der Haut aus und ist mit einer schlechten
Prognose assoziiert. Unter den Hauttumoren weist es die hochste Metastasierungsrate auf und
ist die Ursache fir mehr als 90% der durch Hauttumoren ausgeldsten Sterbefalle. Die verglichen
mit anderen Tumorerkrankungen hohe Inzidenz in jungen Jahren ist ungewohnlich. Erfolgt die
Diagnosestellung im bereits metastasierten Stadium bleibt den Patient*innen eine sehr geringe
durchschnittliche Lebenserwartung.

Schleimhautmelanome stellen als seltene Neoplasie eine besondere Untergruppe der malignen
Melanome dar, da sie an sonnenabgewandten Korperstellen entstehen. Die molekularen
Mechanismen, die bei der Entstehung der Neoplasien eine Rolle spielen, sind noch nicht
verstanden. Aufgrund guter vaskularer und lymphatischer Anbindung, sowie einer hohen
Mitoserate und aggressivem Wachstum mit Infiltration der Submukosa befinden sich
Schleimhautmelanome bei Erstdiagnose haufig in fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Bei
fehlenden Therapierichtlinien zeigt sich zudem ein schlechtes Therapieansprechen bei
Erkrankten. Flr die Betroffenen ergibt sich zumeist eine infauste Prognose. Dies verdeutlicht
den dringenden Bedarf der Etablierung eines wirksamen Therapieregimes.

p53ist bekannt als Tumorsuppressor, welcher die Apoptose mutierter oder beschadigter Zellen
einleitet. Uber die Aktivitdt von PUMA, welche durch Transkription reguliert wird, wird beinahe
die gesamte pro-apoptotische Wirkung von p53 vermittelt. In Vorarbeiten zur p53 Integritat in
Schleimhautmelanomen und kutanen Melanomen konnten eine sehr geringe bzw. nicht
induzierbare Proteinexpression von PUMA sowie ein rascher PUMA mRNA Abbau detektiert

werden.
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In anderen Tumorentitaten wurden miR-221 und -222 als Regulatoren der PUMA Expression
beschrieben. In vorherigen Untersuchungen konnten in Schleimhautzellen eine erhéhte
Expression der miR-221 und -222 als Regulatoren der PUMA Expression detektiert werden. Die
Rolle des Antimalariamittels Chloroquin zur Behandlung von Melanomen wurde in der Literatur
diskutiert, wobei Chloroquin Uber einen bislang unbekannten Mechanismus den PUMA-
Proteinabbau hemmten soll.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob die miRNA-221 und -222 fir die geringe und nicht
durch Chemotherapie induzierbare PUMA Expression ursachlich sind. Eine Hemmung
ebenjener sollte die Wiederherstellung der PUMA Expression erwirken. Zuséatzlich sollte die
Wirkung von Chloroquin auf den PUMA Proteinabbau untersucht werden. Dabei war jedoch
fraglich, ob die alleinige Wiederherstellung der PUMA Expression zur Induktion von Apoptose
ausreicht, oder ob es einer weiteren Induktion des Signalweges der Apoptose bedarf. Es hatten
sich drei Ansatze herauskristallisiert, durch deren Stimulation eine erhdhte PUMA Expression
moglich und die Induktion des Zelltodes erzielt werden sollte. Zum einen die Hemmung des
spezifischen PUMA Protein Abbaus mithilfe von Chloroquin, zum anderen die Induktion der
PUMA Transkription durch eine p53 Induktion mit Cisplatin. Des Weiteren sollte eine Hemmung
des PUMA mRNA Abbaus durch miRNA-221 und -222 mithilfe von miRNA Inhibitoren erreicht
werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Chloroquin auf die in dieser Arbeit untersuchten kutanen
Melanome und Schleimhautmelanome einen proliferationshemmenden Einfluss hat, wobei
Schleimhautmelanome im Vergleich zu kutanen Melanomen ein geringeres Ansprechen auf
Chloroquin zeigen. Die alleinige Proliferationshemmung von Tumorzellen reicht jedoch nicht
aus, um als wirksame kurative Tumortherapie bezeichnet werden zu kénnen. Ein dhnlicher
proliferationshemmender Effekt auf kutane Melanome konnte durch Behandlung mit Cisplatin
erzielt werden. Dabei zeigte eine Kombinationsbehandlung aus Chloroquin und Cisplatin einen
synergistisch wirkenden Effekt mit starkerer Proliferationshemmung. Dieser ist jedoch nicht als
Induktion von Apoptose, sondern als Verlangsamung des Zellzyklus mit verlangsamter
Proliferation zu deuten. Schleimhautmelanome konnten durch Cisplatin in ihrem Wachstum
nicht gehemmt werden. Es konnte zudem gezeigt werden, dass der PUMA Proteinabbau in
Schleimhautmelanomen durch Chloroquin inhibiert werden kann. Diese Beobachtung stitzt
den Verdacht auf einen bislang unbekannten Mechanismus, durch welchen der PUMA

Proteinabbau in Schleimhautmelanomen Chloroquin spezifisch und Autophagie unabhéngig
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gehemmt werden kann. In kutanen Melanomen konnte mehrheitlich keine Hemmung des
PUMA Proteinabbaus nachgewiesen werden, wobei an dieser Stelle neben der intertumoralen
Heterogenitat auch eine intratumorale Heterogenitat eine Rolle spielen kdnnte.

Hinsichtlich der Rolle der miRNA-221 und -222 wurde nach mRNA Inhibition eine Stabilisierung
der PUMA Proteinlevel in der Zelllinie MEL-JUSO, in welcher in Voruntersuchungen erhohte
mMiRNA-221 und -222 Spiegel detektiert worden waren (Marie Kristin Fritsche, 2019),
beobachtet. In ebenjener Zelllinie war auch der PUMA Proteinabbau Chloroquin spezifisch
gehemmt worden.

Passend hierzu reagierte MEL-JUSO als einzige kutane Melanom Zelllinie mit einer Inhibition
des Wachstums nach miRNA-221 und -222 |Inhibition. Auch in den untersuchten
Schleimhautmelanomen konnte bereits eine erhdhte Expression der miRNA-221 und -222
gemessen werden (Marie Kristin Fritsche, 2019). In Schleimhautmelanomen war durch miRNA
Inhibition und Chloroquin Behandlung eine Stabilisierung der PUMA Proteinexpression
detektierbar, ebenso konnte eine Hemmung der Proliferation beobachtet werden. Die
durchgefihrten Versuche zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der Zellen legen
jedoch nahe, dass trotz der grundsatzlich induzierbaren PUMA Expression, nicht die sofortige
Einleitung von Apoptose erfolgt. Eine wirksame Induktion von Apoptose konnte nicht erzielt
werden. Denkbar ursdchlich hierfir sind PUMA inaktivierende zellulare Mechanismen, durch
HGF vermittelte PUMA Herabregulation, sowie auch posttranslationale Modifikation und

Degradierung von PUMA.

6.7 Ausblick

Chloroquin hat auf die in dieser Arbeit untersuchten kutanen Melanome und
Schleimhautmelanome  einen  proliferationshemmenden  Einfluss.  Ein  dhnlicher
proliferationshemmender Effekt auf kutane Melanome konnte durch Behandlung mit Cisplatin
erzielt werden. Dieser ist jedoch nicht als Induktion von Apoptose, sondern als Verlangsamung
des Zellzyklus mit verlangsamter Proliferation zu werten. Eine alleinige Proliferationshemmung
von Tumorzellen reicht flr eine wirksame kurative Tumortherapie jedoch nicht aus. Die
Beobachtung, dass der PUMA Proteinabbau in Schleimhautmelanomen durch Chloroquin

inhibiert werden kann, stitzt den Verdacht auf einen bislang unbekannten Mechanismus,
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durch welchen der PUMA Proteinabbau in Schleimhautmelanomen Chloroquin spezifisch und
Autophagie unabhangig gehemmt werden kann. Eine Inhibition der miRNA-221 und -222 fihrt
eine Stabilisierung der PUMA Proteinlevel sowie eine Hemmung des Zellwachstums in der
Zelllinie MEL-JUSO herbei, in welcher in Voruntersuchungen erhéhte miRNA-221 und -222
Spiegel detektiert worden waren (Marie Kristin Fritsche, 2019). Auch in den untersuchten
Schleimhautmelanomen konnte bereits eine erhohte Expression der miRNA-221 und -222
gemessen werden (Marie Kristin Fritsche, 2019). In Schleimhautmelanomen war durch miRNA
Inhibition und Chloroquin Behandlung eine Stabilisierung der PUMA Proteinexpression
detektierbar, ebenso konnte eine Hemmung der Proliferation beobachtet werden. Die
Ergebnisse legen jedoch nahe, dass trotz der grundsatzlich induzierbaren PUMA Expression,
nicht die sofortige Einleitung von Apoptose erfolgt.

Dies weist auf einen Mechanismus hin, der das hohe pro-apoptotische Potential von PUMA
hemmt. Es gibt Hinweise darauf, dass PUMA einer post-translationalen Modifikation unterliegt,
welche Uber Phosphorylierung von Serin 10 eine Degradierung von PUMA erreicht und ein
ZellUberleben ermdglicht (Fricker et al., 2010). ZNF509L und seine -S1 Isoform sind Proteine,
welche bei einem DNA Schaden von p53 induziert werden. Diese aktivieren p21/CDKN1A und
flhren zur vermehrten RB Transkription, wodurch sie hemmend auf die Proliferation der Zelle
wirken. Zusatzlich gibt es Hinweise darauf, dass die p53 getriggerte Aktvierung von PUMA durch
ZNF509S1 gehemmt und somit die Einleitung von Apoptose verhindert werden kann (Jeon et
al., 2017).

In der Entstehung des malignen Melanoms sind auch aktivierende Mutationen in Onkogenen
zu berucksichtigen. Die haufigste Mutation findet sich im Onkogen BRAF, welche bei ca. 50%
aller primaren malignen Melanome nachweisbar ist (Goel et al., 2006). Obwohl die hoch
spezifischen BRAF Inhibitoren (PLX4032, Vemurafenib) erfolgreich Apoptose in mutierten
Zellen einleiten kbnnen, sind die genauen molekularen Mechanismen bislang nicht vollstandig
verstanden. Rohrbeck et al. zeigen, dass eine durch PLX4032 induzierte Apoptose in malignen
Melanomen groftenteils PUMA vermittelt stattfindet. Obwohl das anfangliche Ansprechen auf
die Therapie sehr hoch ist, stellt sich im klinischen Verlauf die Wirkung im Sinne einer
Resistenzentwicklung ein (Rohrbeck et al., 2016). Hierbei scheint die Aktivierung der Rezeptor
Tyrosinkinase cMET durch HGF (hepatocyte growth factor), der von den Tumorzellen selbst

exprimiert werden kann, eine wichtige Rolle zu spielen. Studien zeigen, dass in BRAF mutierten
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Melanomen HGF eine Herabregulation von PUMA bewirkt, bzw. dessen Induktion verhindert
und den Tumorzellen somit ein Uberleben erméglicht (Rohrbeck et al., 2016).

Dennoch bleibt die Frage bestehen, wie genau die Induktion von PUMA durch HGF inhibiert

werden kann.
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